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CyO: citocromo oxidasa 
DAB: diaminobenzidina 
DEM: desviación estándar de la media 
GABA: ácido gamma aminobutírico 
GBP: gabapentina 
Gly: glicina 
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NPT: núcleo premotor del tronco del encéfalo 
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OI: oliva inferior 
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Pm: peso molecular 
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Vc: Núcleo caudal 
Vc(c): Región caudal del Vc 
Vc(i): Región intermedia del Vc 
Vc(r): Región rostral del Vc 
Vip: Núcleo interpolar 
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VPd: región dorsal del Vp 
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1.1 SISTEMA TRIGEMINAL DE LA RATA 
Los núcleos del sistema sensorial del trigémino de los roedores han sido objeto de interés 
por parte de los anatomistas del sistema nervioso desde hace más de un siglo debido a la 
alta especialización y organización topográfica y funcional de este sistema. El complejo 
trigeminal está muy desarrollado en estos animales y muy especialmente se encarga de 
transmitir la información sensitiva procedente de las vibrisas, las cuales el animal utiliza 
en gran medida en sus actividades cotidianas, como el comportamiento exploratorio o la 
alimentación. 
Hasta el momento actual se ha obtenido mucha información acerca de la histología, 
anatomía química, conexiones y propiedades electrofisiológicas del complejo trigeminal. 
La riqueza de los estudios descriptivos de los núcleos del trigémino contrasta con la 
escasez de datos cuantitativos. Se han obtenido diversas medidas de las aferentes 
primarias (Jacquin et al., 1993; Shortland et al., 1996) y neuronas individuales (Jacquin et 
al., 1996; Yoshida et al., 1998) con tinción por el método de Golgi o por inyecciones 
individuales y reconstruidas por métodos informáticos. Algunos datos morfométricos 
también están disponibles sobre los botones presinápticos de las fibras aferentes (Bae et 
al., 2000) y sobre algunos parámetros básicos como el volumen de los núcleos del 
trigémino, el número total de células y el número de diferentes subpoblaciones 
neuronales específicas (Avendaño et al., 2005).  
El interés en un mayor conocimiento anatómico de estos núcleos se ha mantenido hasta la 
actualidad ya que el sistema trigeminal está constituyendo un modelo para estudiar el 
desarrollo neuronal (Jacquin et al., 1996), el procesamiento de la información sensorial 
(Szwed et al., 2003; Jones et al., 2004) o sensitivomotora  (Tsuboi et al., 2003) y de la 
plasticidad neuronal (Melzer y Smith, 1998; Machín et al., 2004), para desarrollar 
diversos modelos de dolor, para el estudio de la fisiopatología de la migraña y otras 
cefaleas trigeminoautonómicas (Ashkenazi y Young, 2004; Buzzi y Tassorelli, 2010) y 
para el diseño de sensores artificiales en robótica (Fend et al., 2003). 
Cada folículo de cada vibrisa está inervado de un modo muy abundante por nervios 
superficiales y profundos, recibiendo cada uno de estos últimos aproximadamente 250 
fibras nerviosas, un tercio de las cuales son amielínicas (Klein et al., 1988). Esta intensa 
inervación da una idea del importante papel de las vibrisas como fuente de entrada 
sensorial en las ratas y otros roedores. Las ratas pueden extender sus vibrisas hasta 
aproximadamente 5 cm por delante de ellas para detectar objetos y además las mantienen 
en continuo movimiento para obtener información sensorial para el apoyo y ayuda para la 
marcha. Se ha sugerido que las ratas, a través de sus vibrisas son capaces de detectar 
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entre diferentes texturas de superficies a un nivel comparable al que son capaces los 
primates mediante las puntas de sus dedos (Carvell y Simons, 1990). 
Dependiendo de su localización, los receptores faciales son inervados por una de las tres 
ramas del trigémino. En la rata, como en otros animales, la rama oftálmica proporciona 
inervación al dorso de la cabeza y vibrisas supraorbitarias, la córnea, la conjuntiva, la piel 
del dorso de la nariz y la mucosa nasal. La división maxilar inerva el labio superior, las 
vibrisas del morro, la porción lateral de la nariz y la mucosa del maxilar y de los dientes 
superiores. La rama mandibular inerva la articulación temporomandibular, la piel que 
recubre la mandíbula y el labio inferior y la mucosa intraoral de la mandíbula, dientes 
inferiores y el tercio anterior de la lengua. El nervio infraorbitario (IoN) pertenece a la 
rama maxilar del trigémino y se encarga de inervar la zona de vibrisas.  
Las neuronas primarias de la vía trigeminal se sitúan en el ganglio trigeminal y en el 
núcleo mesencefálico del trigémino. Las neuronas del ganglio trigeminal son análogas a 
las neuronas de los ganglios raquídeos, es decir, son pseudomonopolares (Lieberman, 
1976) y pueden ser clasificadas en tipo A y B (Lagares y Avendaño, 2000), dependiendo 
si son grandes y con prolongaciones mielinizadas gruesas o medianas, o pequeñas y con 
prolongaciones amielinizadas o escasamente mielinizadas. En el ganglio trigeminal existe 
una cierta somatotopía. De esta forma, las células que inervan la región oftálmica se 
sitúan anteromedialmente y las de la región mandibular posterolateralmente. También 
existe una organización dorsoventral, estando las células que inervan regiones dorsales 
periféricas como la córnea dorsalmente y las que inervan estructuras ventrales, 
centralmente (Grant et al., 1979). Sin embargo, esta somatotopía es aproximada y hay un 
considerable solapamiento entre los distintos territorios. 
Estas neuronas proyectan sus prolongaciones centrales hacia el complejo ipsilateral de los 
núcleos trigeminales del tronco cerebral. El complejo nuclear trigeminal es una columna 
de células que se extienden a lo largo de la porción lateral del tronco del encéfalo desde 
el puente hasta confundirse con el asta dorsal de la médula cervical. La nomenclatura de 
Olszewski ha sido utilizada para describir a la porción más rostral como el núcleo 
sensitivo principal del trigémino (Vp) y al resto como el núcleo espinal del trigémino. 
Además existiría otro núcleo localizado en el mesencéfalo que se denomina núcleo 
mesencefálico, que en realidad incluye neuronas primarias internalizadas, y que están 
íntimamente relacionadas con el núcleo motor del trigémino e implicadas en el reflejo 
masticatorio. El núcleo espinal a su vez se subdivide de rostral a caudal en subnúcleos 
oral (Vo), interpolar (Vip) y caudal (Vc) (Olszewski et al., 1950). Dentro del complejo 
trigeminal también se encuentran los subnúcleos motor, medial al Vp, el supratrigeminal, 
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en el borde dorsomedial del Vp, el intertrigeminal, que se localiza entre el núcleo motor y 
el Vp, y el paratrigeminal que se sitúa en la superficie lateral medial incluido 
parcialmente en el tracto trigeminal espinal. Los núcleos supratrigeminal e 
intertrigeminal contienen neuronas gabaérgicas y reciben proyecciones de la capa 
marginal del tracto espinal del trigémino ipsilateral y envían sus proyecciones al núcleo 
motor trigeminal del lado contralateral. Se ha sugerido que algunas de estas neuronas 
gabaérgicas pueden representar neuronas premotoras que reciben impulsos nociceptivos 
para provocar el reflejo de apertura mandibular a través de la inhibición de las 
motoneuronas encargadas del cierre mandibular del núcleo motor del trigémino (Li et al., 
2005). 
 
1.1.1 Subnúcleo principal del trigémino (Vp) 
El Vp se encuentra situado en la región más rostral del complejo trigeminal del tronco, 
concretamente en la región lateral del puente. Se limita lateralmente por el tracto del 
trigémino y medialmente por los fascículos de la raíz motora del trigémino. Rostralmente 
limita con el núcleo motor trigeminal y caudalmente con la región más rostral del núcleo 
facial. Si se realiza un corte coronal, el Vp es alargado dorsoventralmente y se distinguen 
dos dilataciones, una dorsal y otra ventral, separadas por un suave estrechamiento central. 
La porción ventral se extendería más caudalmente que la región dorsal y dejaría una 
región de transición oblicua con el Vo. 
La rama mandibular del nervio trigémino inerva la región dorsal mientras que las ramas 
maxilar y oftálmica llegan a la región ventral, en la cual se encuentran los barriletes 
(Bates y Killackey, 1985) que representan anatómicamente las vibrisas y que apenas son 
distinguibles en los cortes coronales por no ser perpendiculares al eje mayor. Estos 
barriletes tienen forma de tubo cilíndrico en los cuales existe un borde densamente 
poblado de células y un hueco paucicelular en la región central. La región de barriletes 
del Vp tiene tres tipos celulares distintos: las neuronas barrilete, las neuronas 
interbarrilete y las neuronas gabaérgicas (Ma, 1991). Las primeras tienen sus árboles 
dendríticos confinados a un solo barrilete (Arends y Jacquin, 1993) mientras que las 
segundas extienden sus dendritas a varios barriletes (Nasution y Shigenaga, 1987) y las 
últimas son de menor tamaño y participan en circuitos inhibitorios locales. 
Se conoce sobradamente que el Vp proyecta fundamentalmente al núcleo ventral 
posteromedial (VPM) contralateral  del tálamo, aunque también se han descrito 
proyecciones a otras regiones mesencefálicas o diencefálicas, al núcleo talámico posterior 
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(PoM) (Chiaia et al., 1991), al cerebelo (Mantle-St John y Tracey, 1987), al núcleo 
geniculado medial (Peschanski, 1984), al colículo superior (Huerta et al., 1983), a la parte 
ventral de la zona incerta (Nicolelis et al., 1992) y al núcleo pretectal anterior (Yoshida et 
al., 1992). Las terminaciones de estas proyecciones en el VPM se encuentran muy 
agrupadas dando lugar a estructuras denominadas barriloides mientras que las 
terminaciones en el PoM son más dispersas y no forman ninguna estructura definida 
(Veinante y Deschênes, 1999). 
Esta área de barriletes recibe una importante proyección descendente desde la corteza 
cerebral contralateral que terminan en las zonas entre los barriletes (Jacquin et al., 
1990b). 
 
1.1.2 Subnúcleo oral del trigémino (Vo) 
El Vo constituye la región más rostral del núcleo espinal y limita rostralmente con la 
parte caudal del Vp coexistiendo en posición rostrocaudal con el núcleo facial. Su límite 
dorsomedial es difícil de delimitar respecto a la formación reticular y su límite 
ventromedial viene determinado por un haz de fascículos mielinizados que pertenecen a 
la formación reticular parvocelular pontina y que conectan al Vo con las fibras 
perifaciales del núcleo facial. 
Este subnúcleo proyecta al tálamo y al cerebelo aunque de un modo menos marcado que 
el Vp así como a la médula espinal y a otras estructuras del tronco del encéfalo (Jacquin y 
Rhoades, 1990; Devoize et al., 2010). 
 
1.1.3 Subnúcleo interpolar del trigémino (Vip) 
El Vip se sitúa en el núcleo espinal del trigémino entre los núcleos Vo y Vc, de donde 
recibe su nombre. Su límite caudal es oblicuo. Esta región caudal del Vip corresponde a 
la respuesta de vibrisas y en ella se distinguen dos divisiones citoarquitectónicas: una 
zona parvocelular que ocupa la región caudal del núcleo y una zona magnocelular que se 
corresponde a la zona rostral del núcleo. 
Desde el Vip se extienden proyecciones al VPM contralateral al igual que sucede con el 
Vp, pero a regiones no solapantes sino complementarias (Pierret et al., 2000; Veinante et 
al., 2000). Comparando las proyecciones de ambos subnúcleos, las del Vp se dirigen a los 
barriloides del VPM, mientras que las del Vip quedan fundamentalmente restringidas a la 
porción ventral lateral del VPM, donde se aprecia un descenso de la concentración de 
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barriloides en la tinción citocromo oxidasa (Williams et al., 1994; Pierret et al., 2000). 
Además, el Vip proyecta al cerebelo de forma directa e indirectamente a través del núcleo 
olivar y al colículo superior (Bruce et al., 1987). También se han descrito proyecciones al 
núcleo talámico posterior, a la zona incerta y al núcleo pretectal anterior (Waite y Tracey, 
1995). 
Se han evidenciado diversos tipos celulares en el Vip: células de respuesta a multivibrisa, 
que proyectan al tálamo o al cerebelo, y células de respuesta monovibrisa, que forman 
parte de circuitos locales y proyectan a otras regiones del complejo trigeminal (Jacquin et 
al., 1986; Jacquin et al., 1989a; Jacquin et al., 1989b; Jacquin et al., 1990a). 
  
1.1.4 Subnúcleo caudal del trigémino (Vc) 
Se han descrito numerosas propiedades que este núcleo comparte con el asta dorsal de la 
médula espinal que le han llevado en algunas ocasiones a ser considerado como una 
prolongación de ésta (Dubner y Bennett, 1983) a pesar de que también existen diferencias 
importantes en cuanto a sus diferentes funciones y propiedades químicas como la 
diferente expresión de la sustancia P y CGRP (calcitonin gene-related peptide) (Polgár y 
Antal, 1995; Bereiter et al., 2000). 
El Vc se extiende desde el nivel del óbex en su extremo rostral hasta la región cervical de 
la médula espinal, donde continúa con el asta dorsal. En la región dorsal, la zona de 
transición se encuentra flanqueada lateralmente por la parte caudal del Vip, está laminado 
en la zona caudal y se estrecha gradualmente hasta mezclarse sin un límite claro con el 
asta dorsal cervical superior. Al igual de lo que sucede en la médula espinal, en el Vp se 
aprecia una clara disposición laminar, con una capa marginal denominada lámina I en la 
región más lateral del núcleo, una sustancia gelatinosa, denominada lámina II y una capa 
de células grandes que está formada por las láminas III y IV (Olszewski, 1950). Algunos 
autores han sugerido la existencia de una quinta lámina denominada lámina V que 
únicamente existiría en la región más rostral, como una forma de prolongación del núcleo 
reticular dorsal. 
La lámina I se compone de varios tipos celulares, de los cuales destacan las células 
multipolares que se alinean paralelamente al tracto espinal (Sedlacek et al., 2007). La 
lámina II se compone de pequeñas células ovales o fusiformes. Respecto a las 
proyecciones en la lámina I lo hacen al VPM del tálamo, al núcleo gelatinoso (Yoshida et 
al., 1991), al núcleo intralaminar y al posterior del tálamo (Peschanski, 1984). Las 
láminas I y II también proyectan a los núcleos del tracto solitario (Menétry et al., 1992) y 
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a la zona incerta. La capa magnocelular proyecta al núcleo facial (Erzurumlu y Killackey, 
1979) y a otros núcleos trigeminales, las cuales parecen modular las respuestas de estos 
otros núcleos (Hallas y Jacquin, 1990). En la transición entre el Vip y el Vc existe un tipo 
de neuronas sensitivas que no están presentes en otras porciones del Vc y que se encargan 
de la homeostasis de los fluidos de la superficie ocular (Hirata et al., 2004). 
Desde el punto de vista funcional se diferencian dos zonas en el Vc. Por un lado, las 
láminas I y II se encargarían de la transmisión nociceptiva, mientas que las láminas III y 
IV lo harían de la sensibilidad táctil y tendrían un papel importante para las funciones 
sensorimotoras reflejas. La lámina V contendría las neuronas WDR (neuronas 
nociceptivas de amplio rango dinámico) que responden tanto a estímulos nociceptivos 
como táctiles. 
El Vc ha ganado importancia en los últimos años debido a que se ha demostrado que 
ocupa un papel central en la transmisión de impulsos nociceptivos y su implicación en 
numerosos procesos algésicos. De este modo, se ha reconocido el papel de este subnúcleo 
en la neuralgia del trigémino (Tsubokawa et al., 1987), el dolor y la fotofobia en la 
migraña (Goadsby et al., 2009; Okamoto et al., 2010), el dolor de origen dental (Fan et 
al., 2010), el dolor secundario a la queratitis ocular (Tashiro et al., 2010), el dolor 
procedente de la articulación temporomandibular (Wang et al., 2009) y el dolor de origen 
cervical (Vernon et al., 2009). 
 
1.1.5 Conexiones del sistema trigeminal 
Respecto a su proyección axonal, las neuronas de los distintos subnúcleos trigeminales 
pueden ser clasificadas como neuronas de proyección, si envían todas o algunas de las 
ramas de su axón fuera del complejo trigeminal, intersubnucleares, si envían ramas de su 
axón a otras divisiones del complejo trigeminal, e intrínsecas, si los axones se distribuyen 
principal o exclusivamente en la misma región en la que se sitúa el soma neuronal. Estos 
distintos tipos de neuronas se distribuyen heterogéneamente en los distintos núcleos. 
Las neuronas de proyección pueden alcanzar una gran cantidad de dianas. Entre ellas, la 
estructura que recibe más inervación es el tálamo (Fukushima y Kerr, 1979; Kemplay y 
Webster, 1989; Williams et al., 1994; Veinante et al., 2000; Negredo et al., 2009), aunque 
existe un gran número de estructuras que también reciben información como la zona 
incerta, el  pretectum, colículo superior (Feldman y Kruger, 1980; Yoshida et al., 1992; 
Veinante et al., 2000), los núcleos cocleares y el colículo inferior (Li and Mizuno, 1997; 
Haenggeli et al.), el cerebelo y el complejo olivar inferior (Mantle-St John y Tracey, 
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1987; Molinari et al., 1996; Yatim et al., 1996 ), el complejo parabraquial (Burton et al., 
1979; Feil y Herbert, 1995; Pinto et al., 2006), los núcleos motores del trigémino, del 
facial y del hipogloso (Li et al., 1995; Pinganaud et al., 1999), la formación reticular del 
puente y del bulbo (Shammah-Lagnado et al., 1992; Esser et al., 1998), y la médula 
espinal (Phelan y Falls., 1991). Las diferentes neuronas de proyección se distribuyen 
heterogéneamente en los diferentes núcleos del trigémino y junto a sus distintas dianas 
forman una compleja red que se encarga de la transmisión de la información sensorial 
desde las distintas áreas craneales cuya sensibilidad se transmite a través del sistema 
trigeminal. Esta red se esquematiza en la figura 1. 
 
 
Figura 1. Esquema de la transmisión de la información sensorial desde las distintas áreas 
craneales cuya sensibilidad a través del sistema trigeminal. Cer= cerebelo; CS= colículo superior; 
CxSS= corteza somatosensorial primaria; CxM= corteza motora; NNBB: núcleos basales; NF= 
núcleo facial; NPT= núcleo premotor del tronco del encéfalo; NR= núcleo rojo; OI= oliva inferior; 
PoM= núcleo talámico posterior; VL: núcleo ventrolateral del tálamo; VPMdm= región 
dorsomedial del VPM; VPMvl= región ventromedial del VPM; ZI= zona incerta. (Diamond et al., 
2008). 
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Las neuronas internucleares están presentes en todos los núcleos trigeminales y sus 
axones se distribuyen en dirección ascendente o descendente, algunas de las cuales 
pueden llegar incluso a niveles mesencefálicos o diencefálicos (Falls, 1984; Jacquin et 
al., 1989a; Buisseret-Delmas et al., 1997; Voisin et al., 2002). Se ha demostrado la 
existencia de densas proyecciones desde el Vc al resto de los subnúcleos del complejo 
trigeminal así como conexiones recíprocas entre los núcleos Vo y Vip, Vip y Vc, y Vc y 
Vo (Ikeda et al., 1984; Nasution y Shigenaga, 1987; Voisin et al., 2002). Las 
proyecciones descendentes desde el Vp a los subnúcleos espinales son escasas, aunque se 
ha demostrado que existen conexiones descendentes que viajan desde el tálamo y los 
colículos hasta los diferentes subnúcleos espinales del trigémino (Jacquin et al., 1989a; 
Jacquin et al., 1990a). Por su lado, las proyecciones desde los subnúcleos espinales al Vp 
son considerables e incluyen conexiones excitatorias e inhibitorias. Estas proyecciones 
surgen de todas las láminas del Vc salvo de la lámina II (Saporta y Kruger, 1977). 
Las proyecciones al Vc proceden fundamentalmente de los núcleos Vip y Vo. Desde el 
Vip existen proyecciones a la lámina magnocelular del Vc y a los núcleos Vo y Vp.  Las 
neuronas localizadas en la porción dorsal del Vc y del Vip proyectan a las regiones 
rostrales del Vp mientras que las porciones ventrales del Vc y del Vip lo hacen a las 
regiones ventrales del Vp. 
Desde el punto de vista funcional, el complejo trigeminal puede dividirse 
esquemáticamente en dos grandes grupos: la discriminación sensorial, representada por el 
Vp, el Vip y la lámina I del Vc y la función reflexiva sensorimotora, representada por el 
Vo y las láminas III y IV del Vc (Bae et al., 2005). 
Tras la primera evidencia de que existen conexiones inhibitorias internucleares en el 
complejo trigeminal del tronco (Timofeeva et al., 2004), se ha demostrado la existencia 
de dos categorías de células sensibles a las vibrisas en los núcleos trigeminales: unas 
células glutamatérgicas de proyección hacia el tálamo, el cerebelo y el colículo superior 
(Lavallee et al., 2005) y unas células locales que proyectan hacia otros subnúcleos 
trigeminales (Jacquin et al., 1989; Moon et al., 2008). 
El Vp recibe proyecciones gabaérgicas (inhibitorias) y glutamatérgicas (excitatorias) 
localizadas en la región caudal del Vip y en el Vc respectivamente. La concentración más 
densa de células gabaérgicas y glicinérgicas se encuentra en el Vip y en el Vc mientras 
que el Vp exhibe la más baja (Avendaño et al., 2005). Estos resultados sugieren la 
posibilidad de que el control de las células de proyección intersubnuclear podría inhibir la 
transmisión sensorial en la vía lemniscal a través de GABA (ácido gamma-
aminobutírico) y glicina (Furuta et al., 2008). Esta transmisión sináptica intersubnuclear 
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está mediada por receptores glutamatégicos AMPA y NMDA y por receptores GABAA y 
glicina (Han et al., 2008). La figura 2 representa las proyecciones de las neuronas 
internucleares del núcleo del trigémino. 
 
Figura 2. Representación de las proyecciones de las neuronas internucleares del núcleo del 
trigémino (Modificado de Timofeeva et al., 2004), añadiendo las posibles interneuronas 
inhibitorias. Además, se muestran las aferencias inhibitorias directas –procedentes de neuronas 
no determinadas- sobre las fibras aferentes primarias, responsables de la inhibición de la 
neurotransmisión de aferentes primarios hacia las células postsinápticas (Bae et al., 2005; Moon 
et al., 2008). Las interneuronas que están marcadas en naranja son excitatorias y utilizan 
glutamato como neurotransmisor. L=información lemniscal; P= información piramidal; E= 
información extralemniscal. 
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Respecto a las neuronas intrínsecas, aún no queda claro si tienen sus proyecciones 
axonales confinadas dentro del núcleo del trigémino o existen neuronas capaces de 
proyectar fuera de él (Jacquin et al., 1989a). Sin embargo, se ha demostrado un elevado 
número de neuronas que expresan GABA o GAD en todos los subnúcleos del trigémino 
(Ottersen y Storm-Mathisen, 1984; Haring et al., 1990; Ginestal y Matute, 1993) y que 
estas neuronas no pertenecen al grupo de neuronas internucleares (Haring et al., 1990). 
Otra población neuronal ha demostrado expresar glicina en todos los subnúcleos de la 
rata (Rampon et al., 1996) y un número indeterminado de ellos colocalizan con GABA 
(Dumba et al., 1998; Wang et al., 2000; Avendaño et al., 2005). 
El núcleo del trigémino además de modular la información aferente, también actúa como 
una estación de relevo desde donde surgen axones que se decusan y proyectan al tálamo 
contralateral, al núcleo ventral posteromedial (VPm) y a la porción medial del PoM. En 
las regiones del tálamo donde llega la información de las vibrisas, se encuentran unos 
agregados neuronales que se denominan barriloides (Van der Loos, 1976). Del núcleo del 
trigémino surgen dos vías ascendentes hacia el tálamo contralateral: una vía lemniscal 
que lleva información sensorial desde el Vp a la zona de barriloides del núcleo VPL y 
termina en la zona granular de la corteza de barriles y una vía paralemniscal que lleva 
información sensorial desde el Vip al PoM contralateral y termina en la zona disgranular 
del campo de barriles de la corteza. Ambos sistemas no están completamente aislados 
entre sí sino que existen abundantes conexiones que van de los subnúcleos Vc y Vip al  
Vp (Jacquin et al., 1990a) que conectan la información ascendente de las vías lemniscal y 
paralemniscal (Timofeeva et al., 2004). 
Desde los núcleos VPM y POm del tálamo surgen proyecciones que terminan, entre otras 
zonas en el área de barriles de la corteza somatosensorial primaria (CxSS), denominada 
así porque las neuronas están agrupadas “como barriles” distinguiéndose en estas 
estructuras una zona central de menor densidad celular rodeada por un círculo de mayor 
densidad. De esta forma se mantiene una organización topográfica entre los barriletes 
trigeminales, los barriloides talámicos y los barriles corticales. Diversos estudios han 
demostrado que existe una relación uno a uno entre cada una de las vibrisas y su 
correspondiente barril con lo que a cada uno de ello le correspondería una vibrisa 
“mistacial” o principal contralateral (Woolsey y Van der Loos, 1970). Sin embargo, 
algunas de las proyecciones terminan en más de un barril. 
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1.2 PROCESAMIENTO DEL DOLOR TRIGEMINAL EN LA RATA 
Las diferentes ramas del nervio trigémino recogen la sensibilidad procedente de diversos 
territorios de la piel y de las vibrisas. Estas últimas suponen una importante fuente 
sensorial para las ratas y otros roedores que permite compensar parcialmente la escasa 
visión de estos animales en un entorno nocturno (Vincent, 1912). Los receptores del 
sistema trigeminal se encuentran en la piel de la cara, en la mucosa oral y nasal y en 
estructuras más profundas como el tejido subcutáneo, músculos y tendones faciales. Las 
neuronas del sistema nervioso periférico responsables de la detección y función de los 
estímulos dolorosos se denominan nociceptores. Como cualquier neurona aferente 
primaria, presentan una prolongación que se bifurca en una prolongación periférica que 
recorre los nervios sensitivos, y una prolongación central que entra en el tronco del 
encéfalo a través de la raíz del trigémino y termina en el complejo trigeminal.  
De acuerdo con el diámetro, la mielinización y la velocidad de conducción de las fibras 
sensitivas cutáneas, éstas se dividen en Aβ, Aδ y C. En condiciones fisiológicas 
únicamente las fibras Aδ y C pueden transmitir información nociceptiva. Las fibras Aδ 
son responsables del dolor agudo, mientras que las fibras C son de conducción más lenta. 
En condiciones no fisiológicas, principalmente en presencia de inflamación tisular o tras 
una lesión de los nervios periféricos, pueden producirse alteraciones neuroquímicas de las 
neuronas Aβ y transmitir dolor (Day et al., 2001). 
El dolor transmitido a través del nervio trigémino llega al complejo trigeminal ipsilateral, 
en el cual existe una apreciable somatotopía. De este modo, las neuronas que inervan la 
región oftálmica y maxilar se sitúan anteromedialmente y las que inervan la región 
mandibular lo hacen posterolateralmente. Dorsoventralmente las células se encuentran 
organizadas según inerven regiones periféricas dorsales o ventrales (Grant et al., 1979). 
El Vc ha sido considerado como la vía de entrada de la sensibilidad térmica y nociceptiva 
a través de axones poco mielinizados o amielínicos (Crissman et al., 1996)  y desde aquí 
se envía esta información a niveles superiores. Desde este núcleo existen proyecciones 
contralaterales hacia el VPM y el núcleo posterior del tálamo (POm), específicamente 
hacia las láminas I, III y V. Existe una distribución topográfica de modo que las neuronas 
situadas en la región dorsomedial de este núcleo proyectan a la región medial del VPM, 
las situadas en las partes intermedias proyectan al VPM intermedio y las situadas en la 
región ventrolateral proyectan al VPM lateral (Guy et al., 2005). 
Las láminas I y II contienen numerosas neuronas nociceptivas (Price et al., 2003) que son 
la principal zona de terminación de las aferencias primarias nociceptivas de las fibras C y 
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las fibras Aδ. Por su parte las láminas III y IV reciben fundamentalmente entradas mono 
y polisinápticas no nociceptivas de las fibras Aβ (Willis y Coggeshall, 1978). El Vc juega 
un papel crucial en los mecanismos de dolor orofacial. Por su parte las neuronas WDR, 
situadas en la lámina V, y en menor medida en la III y la IV, son las responsables de 
discriminar aspectos sensoriales del dolor. 
Desde el complejo trigeminal, la información nociceptiva asciende a través de las 
conexiones trigeminales ya comentadas anteriormente hasta el tálamo (ver conexiones del 
sistema trigeminal) y desde allí hasta la corteza cerebral. El VPM constituye la vía 
primaria somatosensorial, proyecta a la capa IV y a la parte más profunda de la III de la 
CxSS y puede enviar información de las vibrisas al campo de barriles en tan solo 8 ms. 
Por su parte, el POm proyecta preferentemente a la capa VI de la CxSS y envía señales a 
las regiones entre los barriles. Forma una vía somatosensorial secundaria que responde a 
la estimulación de las vibrisas con una latencia de 15-20 ms y la mayoría de ellas forman 
parte de una vía de comunicación interbarril (Diamond, 1995). 
Desde la zona de barriles cortical, la información somatosensorial es enviada a otras áreas 
corticales. La CxSS mantiene conexiones recíprocas ipsi- y contralaterales con la corteza 
motora primaria, el área somatosensorial secundaria y la corteza perirrinal. Estas 
conexiones se originan en las capas III y IV y se extienden a las capas II, IV y V de la 
corteza de barriles adyacente. Por otro lado se han encontrado conexiones entre el área de 
vibrisas de la corteza motora primaria y los núcleos talámicos ventral lateral y central 
lateral y la zona incerta ipsilateral. 
En lo referente al nivel cortical, existen varias regiones implicadas directamente en el 
procesamiento del dolor. Entre ellas se encuentras las cortezas somatosensoriales 
primaria y secundaria, la corteza insular posterior y la corteza cingular anterior. Todas 
ellas proyectan directamente a la sustancia gis periacueductal y ponen en marcha potentes 
circuitos analgésicos descendentes que se originan en esta región mesencefálica (Willis y 
Westlund, 1997). 
 
1.3 MODELOS ANIMALES DE DOLOR NEUROPÁTICO TRIGEMINAL 
Los síndromes de dolor crónico ocurren frecuentemente en el territorio del nervio 
trigémino y existen encuestas de prevalencia que incluso dan cifras de 25-30% de dolor 
orofacial en la población general (Macfarlane et al., 2006). Además el sistema trigeminal 
también parece estar relacionado con otros tipos de dolor hemifacial y hemicraneal como 
el dolor dental, el dolor de la articulación temporomandibular, la migraña y un grupo 
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heterogéneo de cefaleas denominadas trigémino-autonómicas que incluyen la 
hemicránea, el SUNCT o la cefalea en racimos entre otros. Los mecanismos de dolor 
neuropático son múltiples y aún no son del todo comprendidos. Además el conocimiento 
del mismo es aún menor cuando se trata de dolor crónico en las regiones orofaciales. 
Hasta la fecha, se han desarrollado varios modelos de dolor neuropático en nervios 
espinales en roedores, generalmente basados en lesiones infligidas en los nervios en 
distintos niveles. Uno de los modelos que más éxito obtuvo fue la colocación de ligaduras 
de cromo en el nervio ciático de la rata (Bennett y Xie, 1988), lo cual provocaba un 
comportamiento análogo a las condiciones de dolor neuropático humano. Las ratas 
adoptaban una posición protectora de la zona y tenían umbrales disminuidos para el calor, 
el frío y los estímulos mecánicos. Además destacaban dos respuestas que son propias del 
dolor neuropático: la alodinia, que consiste en percibir un estímulo no nociceptivo como 
dolor, y la hiperalgesia, que consiste en percibir un estímulo nociceptivo con mayor dolor 
que le correspondería. 
Los estudios posteriores en el modelo de dolor neuropático por compresión del nervio 
con ligaduras de cromo indicaban una respuesta inmune idiosincrásica provocada por la 
sutura crómica que jugaba un papel importante en el desarrollo del modelo algésico 
(Maves et al., 1993) dando lugar a una inflamación con aumento del tamaño del nervio, 
compresión y axotomía. En la mayoría de los modelos de dolor neuropático, las lesiones 
experimentales de las fibras aferentes incluyeron una variedad de procesos como la 
transección nerviosa, rizotomía dorsal (modelos de desaferentización) (Lombard et al., 
1979) o CCI de un tronco nervioso o parte de él (Bennett y Xie, 1988). Otros modelos 
animales de dolor neuropático que simulan situaciones humanas como el dolor por 
diabetes mellitus y por quimioterapia también han sido reproducidos en animales 
mediante inyecciones de estreptozotocina  (Ahlgren y Levine, 1993) y los modelos de 
neuropatías dolorosa por paclitaxel y vincristina (Flatters y Bennett, 2004). 
Sin embargo en el sistema trigeminal, los modelos animales están más limitados y 
únicamente la CCI-IoN ha ganado suficiente aceptación como un modelo de roedor para 
el estudio de la neuralgia del trigémino (Vos et al., 1994). El comportamiento nociceptivo 
que sigue la CCI-IoN se caracteriza por una alodinia mecánica e hiperalgesia térmica que 
precede a una fase transitoria de disminución de la respuesta a estímulos mecánicos y 
térmicos. 
Los modelos animales de dolor neuropático en algunos casos son inconsistentes con el 
dolor experimentado en humanos. La alodinia en la polineuropatía diabética dolorosa en 
humanos es infrecuente mientras que parece ser constante en los modelos en roedores. A 
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esto hay que añadir las dificultades para estudiar el comportamiento y cuantificar el dolor 
experimentado en los animales. Uno de los más utilizados es el método del umbral de 
retirada en el que se van aplicando estímulos cada vez mayores sobre la región del animal 
que se quiere estudiar y se objetiva un valor para el cual se produce la retirada. 
Una de las preguntas sobre los modelos animales de dolor neuropático es si estos 
modelos realmente predicen y se superponen a los resultados de los ensayos clínicos en 
humanos. Los resultados de los diferentes métodos que se han llevado a cabo para el 
desarrollo de modelos animales se han estudiado mediante un metaanálisis desarrollado 
por Kontinen y Meert (Kontinen y Meert, 2003) que evaluaron los resultados de 119 
estudios sobre la eficacia de los modelos animales de dolor neuropático. Sus estudios 
sugirieron que el desarrollo de dolor se producía en el 88% de los casos en el modelo de 
CCI, comparada con el 68% del ligamiento de los nervios espinales, el 61% del 
ligamiento parcial del nervio ciático y el 70% del modelo de polineuropatía diabética con 
estreptozotocina. Estos resultados son muy superiores a la prevalencia del dolor que se 
produce en las enfermedades neurológicas.  
 
1.3.1 Elección de los animales y las especies 
En la mayoría de los casos, las ratas y los ratones son las especies experimentales de 
elección para los modelos de dolor neuropático. Sin embargo, queda en duda si estas 
especies ofrecen modelos razonables y útiles para estudiar la conducta en enfermedades 
humanas complejas. Además, los roedores utilizados en los modelos de dolor neuropático 
son previamente sanos, jóvenes y machos genéticamente similares (Mogil y Chanda, 
2005). En los humanos, el dolor neuropático se presenta en el contexto de enfermedades 
crónicas o en la ancianidad (Pickering et al., 2006). La edad y la raza de los roedores 
tienen un importante impacto en el desarrollo de los signos tras la lesión nerviosa y los 
tratamientos analgésicos aplicados por lo general se estudian durante un corto espacio de 
tiempo en relación a los tratamientos crónicos que se emplean durante años en los seres 
humanos. 
Por otro lado, los estudios que se realizan en roedores no son éticamente justificables o 
científicamente factibles en voluntarios humanos o en pacientes. Además, los costes 
económicos disuaden la utilización de otros modelos superiores como los primates, 
mucho más apropiados para el estudio de la conducta humana. Estas limitaciones 
explican por qué los roedores son los animales que más utilizan hoy día para el estudio 
del dolor. 
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1.3.2 Patrón temporal y cronicidad de los modelos animales 
Existen importantes diferencias entre la duración de la enfermedad entre los modelos en 
roedores y las enfermedades humanas. Por ejemplo, la duración media de la enfermedad 
en pacientes que sufren una neuralgia postherpética es de cuatro años (Rice et al., 2001) y 
la neuralgia del trigémino puede ser una enfermedad crónica que acompañe durante toda 
la vida al paciente, mientras que los modelos animales en roedores de neuralgia 
postherpética, el dolor se mantiene durante unas 10 semanas (Garry et al., 2005), y los 
modelos de neuralgia del trigémino por CCI-IoN suelen provocar dolor que comienza a 
remitir a partir de las pocas semanas. 
Los tratamientos aplicados sobre estos modelos animales se suelen realizar entre dos y 
cuatro semanas tras la lesión nerviosa (Hasnie et al., 2007) y por un breve espacio de 
tiempo, mientras que estos mismos tratamientos suelen ser crónicos en humanos por lo 
que los mecanismos de acción pueden ser muy diferentes y muy difíciles de comparar 
entre ambas especies. 
 
1.3.3 Incidencia del dolor 
La mayoría de los sujetos que experimentan una enfermedad (lesión de nervios 
periféricos, diabetes mellitus, esclerosis múltiple…) capaz de desarrollar dolor 
neuropático, no lo desarrollan. Por ejemplo, la incidencia del dolor neuropático en la 
diabetes mellitus es de alrededor del 30%, de la neuralgia herpética del 9% (Scott et al., 
2003) y de la esclerosis múltiple de alrededor la mitad de los casos (Bermejo et al., 
2010). En contraposición a esto, los modelos animales de dolor neuropático presentan 
una alta frecuencia de animales respondedores que no necesariamente representan la 
situación clínica que intentan imitar. 
 
1.3.4 Cuantificación de resultados 
Al igual que en los puntos anteriores, existen claras diferencias entre la medición del 
dolor en pacientes y en modelos animales. Por un lado, las primeras variables medibles 
en los ensayos clínicos son siempre algunos aspectos de la sintomatología del dolor, 
mientras que las respuestas de retirada a una gama de estímulos sensitivos es la medida 
más frecuentemente utilizada en modelos animales. Esta respuesta de retirada refleja un 
aspecto de la alteración sensitiva que sufre el animal, entendida como alodinia o 
hiperalgesia, que es un signo observado sólo en una pequeña proporción de sujetos que 
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sufren dolor neuropático (Backonja et al., 2004). A diferencia de lo que ocurre en los 
modelos animales, los ensayos clínicos en humanos miden otras variables como el dolor 
espontáneo continuo o paroxístico, la calidad de vida, la discapacidad física y las 
alteraciones emocionales (Doth et al., 2010), que no se exploran en los modelos animales. 
La tabla 1 muestra las diferencias existentes entre las variables estudiadas en ensayos 
clínicos en humanos y en los modelos animales de dolor neuropático. Sin embargo, 
existen diversas publicaciones que pretenden estudiar una amplia gama de 
comportamientos animales en modelos de dolor neuropático que se han relacionado con 
la impresión global o con el dolor espontáneo (King et al., 2009), los comportamientos 
similares a la ansiedad que también podrían traducir dolor espontáneo (Wallace et al., 
2008), las alteraciones del ritmo circadiano (Monassi et al., 2003),  la depresión (Hu et 
al., 2009) y los cambios de peso (Imamura et al., 1997). Estos comportamientos por lo 
general son más fáciles de estudiar en las ratas que en los ratones (Cryan y Homes, 2005) 
aunque un estudio reciente describe un método para medir el dolor en ratones utilizando 
un análisis de la expresión facial (Langford et al., 2010). 
 
Tabla 1. Comparación entre las variables estudiadas en los modelos animales y en los ensayos 
clínicos en humanos para el estudio del dolor neuropático. 
 
 
Variable estudiada Modelos animales Ensayos clínicos (humanos) 







Comorbilidades - + 
Calidad de vida - + 
Impresión clínica global - + 
Discapacidad física - + 
Alteraciones emocionales - + 
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El estudio de la conducta de los animales exige unas condiciones uniformes para su 
evaluación. Esto incluye que todos los animales reciban unas condiciones similares de 
habitabilidad y de manipulación previas a la evaluación de la respuesta algésica (Chesler 
et al., 2002). 
 
1.3.5 Modelo de constricción crónica del nervio infraorbitario (CCI-IoN) 
Varios estudios clínicos han sugerido que los síndromes de dolor crónico se producen con 
más frecuencia en el sistema trigeminal que en los niveles espinales (Sweet, 1984). 
Además los síndromes algésicos en la región trigeminal se pueden presentar con un 
espectro clínico de síntomas muy diversos (Fields, 1996). La neuralgia del trigémino 
idiopática o primaria se suele presentar como descargas dolorosas en la distribución del 
nervio del trigémino, similares a las experimentadas al sufrir un shock eléctrico, si bien 
en algunos casos se describe únicamente como sensación quemante o parestesias en el 
territorio trigeminal. Los paroxismos de dolor pueden aparecer de forma espontánea pero 
son generalmente desencadenados con estímulos mecánicos aunque estos sean de escasa 
intensidad. Una de las diferencias fundamentales de la neuralgia del trigémino secundaria 
es que el dolor se sigue únicamente tras la estimulación de la región dolorosa (Loeser, 
1994). 
El IoN en roedores adquiere un importante tamaño comparado con el resto de nervios 
periféricos del animal ya que es el encargado de transmitir la información procedente de 
las vibrisas mistaciales, la piel que las rodea, parte de la nariz, la arcada dentaria superior 
y parte de la región dorsal de la cavidad oral (Fink et al., 1975). De hecho, constituye casi 
la totalidad de la división maxilar del nervio trigémino (Greene, 1955). 
Morfológicamente el IoN consiste en 18-25 fascículos que contienen unas 20.000 fibras 
mielinícas y unas 13.000 amielínicas distribuidas a lo largo del nervio y que adquieren en 
su conjunto un gran tamaño (Jacquin et al., 1984). Este hecho permite que pueda ser 
manipulado quirúrgicamente de forma fácil y reproducible por lo que, mediante su 
constricción, se ha desarrollado un modelo de dolor neuropático en roedores que recuerda 
a la neuralgia del trigémino en humanos (Vos et al., 1994). 
Tras la CCI-IoN, las ratas presentan cambios tanto en las respuestas evocadas como en su 
comportamiento espontáneo. Estos cambios de conducta se desarrollan en dos fases. Por 
un lado, en la etapa temprana (días 1-15 tras la cirugía), las ratas muestran un aumento de 
las muecas faciales y de la estimulación de la región inervada por el IoN (Vos et al., 
1998), mientras que la respuesta a la estimulación de esta área está disminuida. 
Tesis Doctoral. Pedro E. Bermejo                                                             INTRODUCCIÓN 
20 
 
Posteriormente (a partir del día 15 tras la cirugía), la asimetría de las muecas faciales se 
reduce progresivamente aunque persiste aumentada respecto al lado control. La 
hiporreactividad inicial se sustituye de un modo brusco (alrededor del día 15) por una 
hiperreactividad que cursa clínicamente con hiperalgesia y alodinia y recuerda a la 
neuralgia del trigémino en humanos. 
 
1.3.6 Evaluación de fármacos frente al dolor neuropático mediante modelos 
animales 
Existen diversos tratamientos empleados para el tratamiento del dolor neuropático, siendo 
la mayoría de ellos fármacos utilizados también como antiepilépticos y que en la 
actualidad han recibido el nombre de neuromoduladores dado que son capaces de actuar 
sobre otras enfermedades como la migraña o el dolor neuropático (Bermejo y Velasco, 
2007; Bermejo y Anciones, 2009). La gabapentina (GBP) es un fármaco anticomicial 
ampliamente utilizado en el tratamiento del dolor neuropático que se ha utilizado para 
este propósito desde mediados de los años noventa (Rosner et al., 1996) y que también ha 
demostrado disminuir el dolor neuropático en diversos modelos animales (De la O-
Arciniega et al., 2009). El papel de los modelos animales para estudiar la eficacia de 
ciertos fármacos en el tratamiento del dolor neuropático no es exclusivo de la GBP sino 
que han resultado útiles para determinar la eficacia antialgésica de muy diversos 
fármacos, ya sean antiepilépticos (Park et al., 2010) o no (Nakai et al., 2010; Hu et al., 
2010). 
 
1.4 CAMBIOS EN EL SISTEMA TRIGEMINAL ASOCIADOS AL DOLOR 
NEUROPÁTICO 
 
1.4.1 Dolor neuropático y sistema nervioso periférico 
El dolor puede tener diversos orígenes: el  dolor nociceptivo, causado por la estimulación 
de nociceptores que inervan la piel, las vísceras, las articulaciones y otros órganos, el 
dolor neuropático, producido por una disfunción o lesión del sistema nervioso, el dolor 
psicógeno, de origen no orgánico, que surge como consecuencia de enfermedades de 
origen psíquico y el dolor de causa indeterminada (Mogil, 2010). Sin embargo, en base a 
los últimos avances se ha propuesto una nueva clasificación de los diferentes tipos de 
dolor. En ella, el dolor neuropático se debe a una respuesta inapropiada del sistema 
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somatosensorial a una lesión o enfermedad que produce un procesamiento anormal de la 
información nociceptiva y que se percibe como dolor en ausencia de estímulos y 
respuestas aumentadas ante estímulos inocuos o dolorosos. El dolor nociceptivo sería 
debido a una respuesta fisiológica producida por estímulos nocivos que superan el umbral 
de los nociceptores. Esta nueva clasificación también incluye el dolor inflamatorio, 
debido a una hipersensibilidad por una inflamación de los tejidos periféricos y la 
sensibilización del sistema nociceptivo, y el dolor disfuncional, debido a una 
amplificación de la señal algésica en ausencia de inflamación o lesiones del sistema 
somatosensorial (Costigan et al., 2009). 
El dolor neuropático puede tener un origen periférico o central. El periférico se produce 
por una lesión o disfunción de las neuronas aferentes primarias, que en el caso del dolor 
trigeminal se puede situar en cualquiera de las ramas trigeminales, el ganglio de Gasser o 
la raíz del trigémino. Las lesiones capaces de producir este tipo de dolor puede ser de 
origen compresivo, traumático, inflamatorio, isquémico, tóxico, infeccioso, metabólico, 
degenerativo o tumoral (Baron et al., 2010). El dolor neuropático no es producido por un 
único mecanismo fisiopatológico, sino que los mecanismos que pueden contribuir a la 
aparición de síntomas son múltiples y pueden involucrar tanto al sistema nervioso central 
como al periférico. Los mecanismos periféricos más frecuentes relacionados con el 
desarrollo del dolor neuropático son la generación de impulsos ectópicos, las 
transmisiones efápticas, la sensibilización de los nociceptores, las alteraciones del sistema 
nervioso simpático y una diversidad  fenómenos inflamatorios e inmunológicos que 
implican células no neurales en los troncos nerviosos (Castro-Lopes, 2007; Benarroch, 
2010). 
Las lesiones nerviosas, como la constricción del IoN, pueden provocar una 
desdiferenciación de las células de Schwann que controlan el desarrollo y la migración 
del axón y producir en ellas un cambio funcional desde la formación de mielina normal 
hasta la síntesis desregulada de factores neurotróficos. Este nuevo ambiente alrededor del 
axón dañado puede afectar tanto a las neuronas dañadas como a las sanas, lo que produce 
una serie de cambios en los axones y somas neuronales afectados que contribuye en 
última instancia al desarrollo del dolor neuropático (Woolf y Salter, 2000). Uno de los 
factores neurotróficos liberados es el NGF (nerve growth factor), que es captado por la 
extremo lesionado de las neuronas dañadas y transportado retrógradamente hacia el soma 
neuronal, donde altera la expresión de genes que son cruciales para la transmisión de la 
información sensorial. Estos genes incluyen neurotransmisores, receptores y canales 
iónicos. De hecho, la administración de NGF ha demostrado producir estados algésicos 
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tanto en roedores como en humanos (Petty et al., 1994). Existe evidencia además, de que 
parte de los efectos mediados por el NGF son indirectos a través de los mastocitos, los 
macrófagos, las neuronas eferentes simpáticas y los neutrófilos (Costigan et al., 2009). 
Además el NGF puede dar lugar a un aumento de BDNF (brain-derived neurotrophic 
factor), también relacionado con el desarrollo de un estado pronociceptivo (Kerr et al., 
1999). Estos cambios dan lugar a un incremento de excitabilidad en las neuronas 
sensitivas que puede tener consecuencias funcionales dramáticas y puede contribuir 
directamente a estados de hiperalgesia a través de una disminución del umbral para el que 
los estímulos táctiles se perciben como dolorosos. 
Además de factores neurotróficos se han involucrado una variedad de citokinas y 
quimiokinas como el TNFα (tumor necrosis factor), la IL-1 (interleucina 1) y la IL-6 
(interleucina 6) que dan lugar a una cascada de señales intracelulares (Dai et al., 2002) y 
pueden provocar un cambio en la expresión génica de las neuronas del asta posterior de la 
médula y del complejo trigeminal y producir un estado pronociceptivo (Uceyler  y 
Sommer, 2008). Los receptores del ácido lisofosfatídico, los receptores purinérgicos, la 
IL-1, el BDNF y un gran número de citokinas (Lisak et al., 1997) se han relacionado con 
el desarrollo de dolor neuropático, mientras que canal de sodio Nav1.9 y la óxido nítrico 
sintasa neuronal entre otros se han relacionado con el dolor nociceptivo (Zhang y Bao, 
2006). 
 
1.4.2 Cambios producidos en el sistema nervioso central. Sensibilización central 
La sensibilización central depende fundamentalmente de la activación de los receptores 
glutamatérgicos de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) y del consecuente aumento de la 
concentración intracelular de calcio y activación de proteincinasas (PKs). Cuando se 
activa una fibra C por un estímulo nociceptivo se libera glutamato en la sinapsis entre su 
terminación central y la neurona del complejo trigeminal. El glutamato se une a los 
receptores NMDA y AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico) 
provocando una despolarización de la membrana de la neurona trigeminal y a la posible 
generación de un potencial de acción. Esta despolarización transitoria provoca la apertura 
de canales de calcio dependientes de voltaje, lo que hace que la membrana neuronal 
quede despolarizada por el aumento de la concentración intracelular de sodio y de calcio 
y favorece los cambios posteriores que pueden dar lugar al desarrollo de dolor 
neuropático. 
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La sustancia P, que se libera junto al glutamato también tiene un papel fundamental en la 
activación de los receptores NMDA y a sus principales receptores denominados NK1 
(neurokinina 1) se les ha relacionado con el origen del dolor neuropático central (Bereiter 
et al., 1998; Miaucourt et al., 2009). Su activación conduce a la activación de la 
fosfolipasa C y a la producción de trifosfato de inositol y diacilglicerol que provocan la 
fosforilación de los receptores NMDA y los hacen resistentes al bloqueo por magnesio, 
contribuyendo al desarrollo de un estado pronociceptivo crónico. Estos receptores se han 
descrito en un elevado número en el complejo trigeminal (Park et al., 2010c). 
El aumento de la concentración intracelular de calcio es crucial en el desarrollo de la 
hiperexcitabilidad neuronal. La principal competencia de este aumento de calcio es la 
activación de diversas enzimas, entre ellas algunas PKs, cuya función es la fosforilación 
de determinadas proteínas las cuales dan lugar a un estado pronociceptivo. La PKC 
(proteincinasa C) produce una fosforilación de los receptores NMDA, inhibiendo su 
bloqueo por el magnesio, fosforila los canales de potasio dependientes de voltaje, facilita 
la translocación a la membrana de los receptores AMPA intracelulares almacenados 
(Velázquez et al., 2007). Por otro lado, la PKG (proteincinasa G) contribuye a la 
sensibilización central a través de la fosforilación e inhibición de los receptores 
inhibidores GABAA (Sung y Ambron, 2004) mientras que la PKA (proteincinasa A) 
también provoca desinhibición de los receptores GABAA (Sigel, 1995). 
El estado pronociceptivo producido por la elevación de calcio intracelular puede incluso 
producir la activación de algunos genes, a través de varias vías de señalización 
intracelular. Este es el caso del c-fos, muy utilizado como marcador de la activación de 
las neuronas de la médula espinal por los estímulos nociceptivos (Hossaini et al., 2010) 
Aunque la mayoría de los estudios sobre la sensibilización central se han realizado sobre 
el complejo trigeminal, también se han demostrado fenómenos de sensibilización en 
estructuras supraespinales como el tálamo o la corteza, lo que se ha relacionado con un 
aumento de los campos receptores y en los que también parecen tener un papel 
importante los receptores NMDA y el aumento intracelular de calcio (Burstein et al., 
2010). La lesión de los nervios periféricos en ratas (Waite, 1984; Jacquin 1989) y gatos 
(Kalaska y Pomeranz, 1982) puede producir cambios importantes en la somatotopía 
central y en las propiedades de los campos receptivos las neuronas de segundo orden del 
complejo trigeminal del tronco, de manera que cada célula individual tiene campos 
receptivos anormalmente extensos y en ocasiones discontinuos, observándose un 
aumento de la representación central de las proyecciones periféricas adyacente al sitio de 
denervación en el tálamo y en la CxSS (Rhoades et al., 1987). 
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El número de receptores involucrados en el estado pronociceptivo cada vez es mayor y se 
están produciendo importantes avances en los últimos años. Se ha comprobado que se 
produce un aumento de expresión de los receptores purinérgicos P2X en la médula 
espinal cervical, el ganglio del trigémino y el IoN en modelos animales con constricción 
del IoN (Nakai et al., 2010) y se ha sugerido un papel de estos receptores en la iniciación 
y el mantenimiento de la sensibilización central (Hu et al., 2002). También se ha 
comprobado una disminución de la actividad del receptor cannabinoide 1 en la corteza 
cingulada anterior en ratones a los que se la sometido a una CCI (Hoot et al., 2010) y una 
implicación de los receptores serotoninérgicos (Okamoto et al., 2007) y los adrenérgicos 
alfa y beta (Han et al., 2006) en el mantenimiento del estado pronociceptivo. Se ha 
identificado una subpoblación de neuronas en la sustancia gelatinosa del Vc que expresan 
receptores vaniloides TRPV1 (transient receptor potential cation channel, subfamily V, 
member 1), los cuales se activan directamente mediante algunas sustancias nociceptivas 
como la capsaicina y que también parecen tener también un papel en el desarrollo del 
dolor neuropático (Han et al., 2009). 
En los últimos años se ha observado una activación de las células gliales en varios 
modelos experimentales de dolor neuropático e inflamatorio mientras que se ha 
demostrado que los inhibidores de la activación glial reducen la hiperalgesia y la alodinia 
en estos modelos animales. Algunas sustancias liberadas por los aferentes primarios 
como la sustancia P, el ATP y la fractalcina podrían activar la glía, lo que daría lugar a la 
síntesis y liberación de sustancias que actúan sobre las neuronas trigeminales y sobre las 
terminaciones de los aferentes primarios (Benarroch, 2010). 
 
1.4.3 Reducción de la modulación inhibitoria. Papel de las neuronas gabaérgicas y 
glicinérgicas en el dolor neuropático 
La actividad de las neuronas nociceptoras del complejo trigeminal depende del equilibrio 
entre el flujo excitador procedentes de los nociceptores y la acción inhibitoria procedente 
de las interneuronas inhibitorias gabaérgicas y glicinérgicas y de las fibras que proceden 
de niveles supraespinales. 
Como se describió anteriormente, las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas están 
presentes en diversas localizaciones del asta posterior de la médula y del complejo 
trigeminal y éstas se encuentran implicadas en la transmisión nociceptiva. GABA y 
glicina abren canales iónicos que permiten el paso del cloro y en menor medida de 
bicarbonato a través de la membrana plasmática. En la mayoría de los casos, esta acción 
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inhibe la activación neuronal a través de una hiperpolarización de la membrana celular 
(Zeilhofer, 2005). 
Las neuronas gabaérgicas se caracterizan por la existencia de una enzima que sintetiza 
GABA a partir del glutamato denominada GAD (glutamato amindecarboxilasa) de la que 
existen las isoformas GAD65 y GAD67 (Mackie et al., 2003). El descenso de 
inmunorreactividad para GAD65 en el Vc en un modelo de dolor neuropático por CCI-
IoN (Martin et al., 2010) ha sugerido que la desinhibición de las interneuronas secundario 
al descenso de la actividad de GAD65 juega un papel importante en el desarrollo de la 
alodinia tras la CCI. En esta misma línea, otros estudios también han demostrado que la 
transmisión gabaérgica está implicada en el desarrollo de dolor neuropático. Ejemplos 
son el de Hasbargen et al (2010) o los de Daemen y Gosselin (Daemen et al., 2008; 
Gosselin et al., 2010) que sugieren que la modificación de la actividad gabaérgica 
secundaria a una alteración en el equilibrio del transporte del cloro o al aumento del 
transportador gabaérgico GAT-1 (GABA transporter 1) se relacionan con el desarrollo de 
un estado pronociceptivo. Por otro lado, la activación de la enzima GAD65 y el 
consiguiente aumento de GABA disminuye el dolor neuropático en modelos animales 
(Kim et al., 2009). 
Existen dos tipos de receptores GABA: los ionotrópicos (GABAA) y los metabotrópicos 
(GABAB y GABAC). Los receptores GABAA se sitúan en la membrana plasmática del 
terminal postsináptico y está relacionado con los receptores benzodiazepínicos. Abren 
canales de cloro y son inhibidores. Por su parte, los receptores GABAB y GABAC se 
encuentran en los terminales pre y postsinápticos y no tienen relación con los receptores 
de las benzodiacepinas. Los receptores GABAB aumentan la permeabilidad al potasio y 
también son inhibidores. El receptor GABAA parece tener un importante papel en el 
desarrollo de dolor neuropático, y se ha comprobado que el uso de agonistas frente a este 
receptor parece disminuir la intensidad del dolor y el uso de antagonistas parece 
aumentarlo (Naik et al., 2008). Por su parte, los receptores GABAB tienen un papel 
menos claro aunque también se han relacionado con el desarrollo de un estado 
pronociceptivo (Ouyang et al., 2007). 
Curiosamente, en los casos de dolor crónico inflamatorio, se ha descrito un aumento de 
los niveles de GABA y de GAD, contrariamente a lo que sucede en los casos de dolor 
neuropático, lo que sugiere que en este caso, la acción del GABA podría oponerse a la 
aparición de la sensibilización central. 
En los últimos años se ha obtenido mucha información acerca de estos receptores 
gabaérgicos dado su potencial papel como diana terapéutica en diversas condiciones 
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algésicas. Se ha descrito una importante presencia de neuronas gabaérgicas (Ginestal y 
Matute, 1993; Polgár y Antal, 1995; Wang et al., 2000; Avendaño et al., 2005) y de 
receptores GABAA distribuidos a los largo del complejo trigeminal y se ha comprobado 
que la sección de nervios periféricos provoca una disminución del número de neuronas 
gabaérgicas y de las concentraciones de GABA en el asta dorsal de la médula espinal, así 
como una reducción de los receptores GABAB (Chen et al., 2009). Además se ha 
sugerido que los receptores espinales GABAA y GABAB  median el efecto supresor de la 
electroacupuntura en la alodinia en modelos animales de dolor neuropático en ratas (Park 
et al., 2010) y se ha comprobado que la pérdida de interneuronas gabaérgicas contribuye 
a disminuir el tono gabaérgico y a favorecer el desarrollo de dolor neuropático en las 
lesiones medulares en rata (Meisner et al., 2010), lo cual se ha conseguido revertir 
mediante el trasplante de células gabaérgicas (Kim et al., 2010). 
Al igual de lo que sucede con la neurotransmisión gabaérgica, la glicinérgica también se 
ha relacionado con una inhibición de los impulsos nociceptivos hacia niveles superiores y 
se cree que su desequilibrio también desempeña un importante papel en el desarrollo de 
modelos de dolor neuropático. Una pérdida de la inhibición glicinérgica sináptica se ha 
reconocido como un proceso importante en el desarrollo y mantenimiento del dolor 
crónico inflamatorio y neuropático (Zeilhofer, 2008). 
Las neuronas glicinérgicas se han encontrado ampliamente distribuidas en el asta 
posterior de la médula espinal (Pfeiffer et al., 1984) y en el complejo trigeminal (Rampon 
et al., 1996) y se caracterizan por la presencia del receptor de glicina GlyT2 (glycine 
transporter 2) y por la inmunorreactividad de los somas neuronales frente a glicina. En el 
asta posterior de la médula, las neuronas glicinérgicas se encuentran en las láminas 
profundas (III-V) y en la lámina I, mientras que apenas existen en la lámina II. Por otro 
lado, se ha descrito la existencia de neuronas glicinérgicas en diferentes regiones del 
tronco del encéfalo además del Vc, como el complejo Bötzinger, relacionado con la 
respiración, el núcleo retroambiguo, la región inmediatamente dorsal al núcleo olivar 
inferior y la zona límite entre el núcleo hipogloso y la formación reticular (Schreihofer et 
al., 1999; Tanaka et al., 2003). 
La mayoría de los estudios realizados en médula espinal han encontrado una intensa 
colocalización entre las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas. Estas neuronas reciben una 
importante cantidad de proyecciones de mecanorreceptores, lo que sugiere que juegan un 
papel importante en el procesamiento de la sensibilidad táctil. Se ha sugerido que la 
inhibición de la transmisión glicinérgica de estas sinapsis daría lugar a una sensación 
dolorosa ante los estímulos táctiles, lo que explicaría el fenómeno de alodinia y que 
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ocurre frecuentemente en pacientes con dolor neuropático. En consonancia con esto, el 
bloqueo de los receptores gabaérgicos y glicinérgicos en el asta dorsal de la médula se ha 
relacionado con un aumento de las respuestas nociceptivas (Sorkin et al., 1998; Cronin et 
al., 2004). Por todo ello, se ha sugerido que la sensibilización al dolor se produce por un 
descenso del control inhibitorio del dolor a través de la glicina y el GABA. 
 
1.5 MÉTODOS DE CUANTIFICACIÓN 
Uno de los principales problemas a los que se ha enfrentado la histología y la 
neurociencia es la cuantificación de las estructuras. A lo largo de la historia se han 
empleado muchos métodos lo que ha propiciado que no se disponga de datos 
homogéneos de estructuras sencillas como los núcleos del complejo trigeminal y que los 
estudios anatómicos estén claramente retrasados frente a otros. En general se pretende un 
método eficaz y eficiente, es decir, que permita la obtención de datos reales y que el 
esfuerzo empleado en ello sea factible. 
El método más directo y más antiguo de cuantificación sería el recuento de los perfiles 
celulares, el cual puede parecer simple en un primer momento, pero que entraña una gran 
complejidad y frecuentes errores. Ello es debido a que el primer paso para la 
cuantificación de estructuras tisulares consiste en procesar el tejido y utilizar secciones 
histológicas del mismo que posteriormente llevarán una preparación determinada con las 
necesarias tinciones. Si contamos únicamente los perfiles de estas secciones 
produciríamos numerosos errores en la cuantificación ya que por un lado identificaríamos 
estructuras en más de una sección, produciendo una doble cuantificación de las mismas 
(estructura cortada, presente en dos secciones y contada en las dos), además de otros 
producidos por la óptica como la sobreproyección o por el hecho de realizar las secciones 
con la correspondiente pérdida de fragmentos nucleares y celulares. 
Otro método más exacto pero menos eficiente consistiría en la reconstrucción seriada de 
los objetos. Según esta técnica se examinarían secuencialmente las diferentes secciones 
del tejido y se determinarían los perfiles en todas las secciones para evitar la 
cuantificación de dos veces de la misma estructura. Este método se basa en la continuidad 
física de los perfiles y cada estructura es reducida a un punto, es decir a un parámetro de 
dimensión cero con lo que se evita la doble cuantificación. Este método aunque es más 
exacto que el anterior exige un enorme esfuerzo por parte del investigador para llevar a 
cabo el contaje. 
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Por otro lado, debido al enorme número de elementos que habitualmente forman las 
estructuras que pretendemos cuantificar en neurociencia, suele ser necesario reducir el 
tejido estudiado a una muestra representativa del mismo y obtener una estimación del 
número final que pretendemos obtener. Para obtener la muestra representativa deben 
seguirse una serie de normas para no producir sesgos en la cuantificación. En primer 
lugar, es preciso asegurarse de que todas las partículas que se van a cuantificar tienen la 
misma probabilidad de ser contadas, lo cual es importante si se tiene en cuenta que las 
partículas no están distribuidas de un modo uniforme dentro del sistema nervioso central. 
Tras un correcto muestreo se debe proceder a la cuantificación, evitando en lo posible los 
sesgos que de ella se pueden producir. Históricamente se han utilizado métodos que 
relacionaban el número de perfiles que se observaban del objeto que se pretendía 
cuantificar en una sección y el número de objetos dentro de las estructuras que se estaba 
analizando. De este modo, se asumían determinadas relaciones entre los perfiles de las 
estructuras que se analizaban y el tamaño, la forma y la distribución espacial de las 
partículas que se pretendían cuantificar. El método más conocido que ha seguido este 
principio es el de Abercrombie (Abercrombie, 1946) y las modificaciones introducidas 
por otros autores (Königsmark, 1970) que incorpora varias correcciones para evitar los 
sesgos derivados de la pérdida de fragmentos y la sobreprotección. Estos métodos 
introducen frecuentemente errores sistemáticos en la cuantificación, ya que asumen 
características en relación al tamaño y a la forma de las partículas estudiadas y además 
introducen complejidad a los métodos de cuantificación. 
En un intento de evitar los sesgos derivados de los métodos de cuantificación, ha surgido 
una nueva metodología de cuantificación aplicable a la histología en general y a la 
neurociencia en particular denominada estereología (Gundersen et al., 1988). Esta nueva 
disciplina comprende un conjunto de métodos morfométricos para la exploración 
tridimensional del espacio y permite obtener datos cuantitativos no sesgados a partir de 
elementos en dos dimensiones, para lo que utiliza propiedades geométricas intrínsecas a 
las estructuras que son objeto de estudio. Es decir, se trata de una extrapolación del plano 
al espacio. El objetivo de la estereología es la obtención de las propiedades cuantitativas 
de las partículas geométricas a partir de secciones o proyecciones de las mismas y no se 
persigue el estudio de las propiedades cualitativas de los objetos geométricos. 
Concretamente no se pretende reconstruir un objeto a partir de sus secciones o 
proyecciones. La estereología aporta además un método de muestreo no sesgado y no 
introduce errores sistemáticos en la cuantificación ya que permite que todas las partículas 
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tengan la misma probabilidad de ser cuantificadas y las herramientas de contaje son 
independientes de las características geométricas de los objetos. 
En cuanto a la fundamentación matemática de la estereología, ésta es, al igual que sus 
aplicaciones muy diversa e incluye básicamente herramientas de geometría diferencial e 
integral, probabilidad geométrica y teoría de muestreo espacial. De las distintas 
herramientas utilizadas por la estereología, destacamos el estimador de Cavalieri que 
permite la medición del volumen de estructuras y el fraccionador y el disector óptico y 
físico permiten la cuantificación del número de neuronas en un corte histológico. Estas 
técnicas van a ser usadas en este proyecto de investigación y serán ampliadas en la 
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2.1 OBJETIVO GENERAL 
Se pretende obtener datos cuantitativos fiables, con una precisión conocida sobre los 
núcleos del trigémino y la corteza cerebral y las modificaciones que se producen en ellos 
en modelos de dolor neuropático y tras tratamiento con GBP. En particular se estimará el 
número de neuronas de proyección y de interneuronas inhibitorias gabaérgicas y 
glicinérgicas en el núcleo del trigémino en condiciones normales y de cómo se modifican 
estas neuronas inhibitorias en modelos de dolor neuropático según el modelo de CCI, tras 
la administración de GBP y en los modelos CCI a los que se ha administrado GBP. 
 
2.2 OBJETIVOS CONCRETOS 
Los objetivos concretos se agrupan en tres apartados, surgidos del desarrollo de la Tesis. 
A) El primer apartado consiste en la determinación del número absoluto y relativo de 
neuronas de los núcleos del trigémino que proyectan al tálamo y al cerebelo. De este 
modo se obtiene una aproximación estereológica del transporte ascendente de la 
información desde los núcleos del trigémino hasta niveles superiores de información. B) 
El segundo apartado corresponde al estudio de los mecanismos de inhibición local del 
trigémino en el que se caracterizan las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas de estos 
núcleos. C) En tercer lugar, se pretende estudiar la modificación de la inhibición 
nociceptora trigeminal en modelos de dolor neuropático CCI, tras la administración de 
GBP y en modelos CCI a los que se ha administrado GBP. D) En cuarto lugar se pretende 
estudiar la presencia de neuronas gabaérgicas en el área de barriles de la CxSS de rata y 
su modificación en modelos animales de dolor neuropático por CCI, administración de 
GBP y modelo CCI con administración de GBP. 
 A) Estudio morfométrico de los núcleos del trigémino de la rata atendiendo al 
volumen y número de neuronas totales y de proyección de los distintos subnúcleos. Para 
ello se realizaron estimaciones de: 
 A.1) Número total de neuronas de los núcleos del trigémino. 
 A.2) Número de neuronas que proyectan al tálamo. 
 A.3) Número de neuronas que proyectan al cerebelo. 
 A.4) Volumen de los distintos núcleos del trigémino.  
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 B) Estudio de los mecanismos de inhibición local del trigémino, consistente en la 
cuantificación de las neuronas inhibitorias gabaérgicas y glicinérgicas y su distribución 
en los diferentes núcleos del trigémino. Se realizaron las siguientes estimaciones: 
 B.1) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas en los núcleos caudal, interpolar 
y principal del trigémino. 
 B.2) Cuantificación de las neuronas glicinérgicas en los núcleos caudal, interpolar 
y principal del trigémino. 
 B.3) Cuantificar la posible colocalización de estos dos neurotransmisores en las 
neuronas de los diferentes núcleos del trigémino. 
 B.4) Determinar la existencia o no de neuronas de proyección que expresen 
GABA y /o glicina. 
 
 C) Estudiar la modificación de las neuronas inhibitorias trigeminales ante 
diferentes situaciones. Las estimaciones realizadas fueron las siguientes: 
 C.1) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas de los diferentes 
núcleos del trigémino en modelos animales de dolor neuropático por CCI. 
 C.2) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas en animales a los 
que se les ha administrado GBP. 
 C.3) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas en modelos 
animales de dolor neuropático por CCI a los que se les ha administrado GBP. 
 
 D) Estudio de la inhibición nociceptora del área de barriles de la corteza 
somestésica mediante la cuantificación de las neuronas gabaérgicas y su cuantificación en 
animales controles, en modelos animales de dolor neuropático y tras la administración de 
GBP. Para ello, se realizaron las siguientes estimaciones: 
 D.1) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas en el área de barriles de la 
corteza cerebral en animales controles. 
 D.2) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas en el área de barriles de la 
corteza cerebral en modelos animales de dolor neuropático por CCI. 
 D.3) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas en el área de barriles de la 
corteza cerebral en animales tras la administración de GBP. 
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 D.4) Cuantificación de las neuronas gabaérgicas en el área de barriles de la 
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3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN Y GRUPOS 
Este estudio ha sido realizado de acuerdo con la normativa referida para animales de 
experimentación (RD 1201/2005) y todos los procedimientos realizados con animales se 
rigen por lo establecido en el Real Decreto 223/1988 en lo referente a la protección de los 
animales utilizados en la experimentación y otros propósitos científicos, y están 
supervisados por la Directora del Gabinete Veterinario de nuestra Facultad. 
Los experimentos se llevaron a cabo con un total de 52 ratas macho adultas con un peso 
entre 250 y 300 gramos de la especie Sprague-Dawley (Harlan Ibérica. Barcelona) que se 
distribuyeron en cinco grandes grupos dependiendo del protocolo empleado en cada uno 
de ellos. Entre paréntesis se indica el número de animales que resultaron útiles para cada 
uno de los protocolos. 
Grupo A (n=12). Estudio morfométrico y de proyecciones. Animales en los que se 
inyecta HRP en el tálamo o en el cerebelo y se estudia la proyección a estas estructuras 
desde el complejo trigeminal. 
Grupo B1 (n=6). Cuantificación de las neuronas inhibitorias de GABA y glicina. 
Grupo control. Animales en los que se cuantifican las neuronas gabaérgicas y 
glicinérgicas en condiciones de control. 
Grupo B2 (n=4). Cuantificación de las neuronas inhibitorias de GABA y glicina. 
Grupo tratado con CCI-IoN. Animales en los que se cuantifican las neuronas 
gabaérgicas y glicinérgicas tras la realización de una CCI-IoN. 
Grupo B3 (n=6). Cuantificación de las neuronas inhibitorias de GABA y glicina. 
Grupo tratado con GBP. Animales en los que se cuantifican las neuronas gabaérgicas y 
glicinérgicas tras la administración de GBP. 
Grupo B4 (n=3). Cuantificación de las neuronas inhibitorias de GABA y glicina. 
Grupo tratado con CCI-IoN y con GBP. Animales en los que se cuantifican las 
neuronas gabaérgicas y glicinérgicas tras la realización de una CCI-IoN y tras 
administración de GBP. 
Grupo C (n=2). Análisis de neuronas de proyección que expresen GABA y/o glicina. 
Animales en los que se inyecta HRP en el tálamo y analiza la existencia de neuronas que 
proyecten al tálamo y que a su vez expresen GABA y/o glicina. 
Los 19 animales restantes fueron utilizados para la optimización del modelo de dolor 
neuropático y de la inmunohistoquímica para GABA y glicina. En ellos se probaron las 
diferentes técnicas quirúrgicas: realización de una sola ligadura de catgut en la región 
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proximal del IoN (3 animales), dos ligaduras de catgut en las regiones proximal y distal 
del IoN (2 animales), realización de dos ligaduras, una de catgut y otra de seda trenzada 
en las regiones proximal y distal del IoN (3 animales), dos ligaduras de seda trenzada en 
las regiones proximal y distal del IoN (3 animales), dos ligaduras de catgut y dos de seda 
trenzada en las regiones proximal y distal (2 animales) y dos ligaduras de catgut y dos de 
polipropileno (Prolene®). Dado que estos modelos de CCI-IoN obtuvieron peores 
resultados que el finalmente elegido (cuatro ligaduras de seda trenzada en las regiones 
proximal y distal del IoN), estos animales no fueron cuantificados ni analizados para la 
cuantificación de los resultados. Otros 4 animales tampoco fueron incluidos en el 
posterior análisis debido a que fueron utilizados para la optimización de la 
inmunohistoquímica para GABA y/o glicina.  
 
3.2 GRUPO A: ESTUDIO MORFOMÉTRICO Y DE PROYECCIONES  
 
3.2.1 Inyección del trazador y sacrificio de los animales 
Este grupo incluye doce ratas a las que se les inyecta una solución acuosa al 20% de HRP 
(horseradish peroxidase; tipo VI, Sigma, St Louis, MO; anexo 1). Esta solución se carga 
en una jeringa Hamilton de 10 µl. Para ello se anestesia profundamente a las ratas con 
una mezcla de xilacina y ketamina (5 mg/kg y 80 mg/kg respectivamente) además de 
dosis adicionales del 25% de estas cantidades en caso de necesidad. En estos animales se 
realiza mediante un bisturí un corte en la línea media de la cabeza del animal dejando 
expuestos los huesos frontales y parietales de la calota. Posteriormente se realizan dos 
orificios en los huesos parietales y se recorta la meninge subyacente para dejar expuesta 
las regiones de la corteza cerebral por donde posteriormente se realizan las inyecciones 
mediante una jeringa Hamilton. Siete ratas recibieron bilateralmente 2 inyecciones 
estereotáxicas en el núcleo ventral posteromedial del tálamo a través de dos orificios 
fresados en los huesos parietales con las siguientes coordenadas respecto a bregma y la 
línea media: (AP 2,9; L 2,6), (AP 2,9; L -2,6), (AP 3,9; L 2,4) y (AP 3,9; L -2,4) (Paxinos 
y Watson, 1988). En cada una de estas coordenadas se realizan depósitos de HRP en tres 
alturas diferentes con una profundidad de 6,1, 5,6 y 5,1 mm desde la corteza cerebral. 
Con ello, cada uno de los tálamos recibe aproximadamente 1,2 µl de HRP. En cinco ratas 
adicionales se realiza una amplia craneotomía del hueso occipital para exponer la 
superficie del cerebelo. Estos animales reciben un total de 8 inyecciones en cada lado que 
se localizan de forma visual en la extensión rostrocaudal de la región paravermiana y en 
la mayoría de la extensión mediolateral del lóbulo cerebeloso posterior. La inyección 
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profundiza 2 mm bajo la superficie del cerebelo y se inyecta aproximadamente un total de 
casi 2 µl de solución en cada hemicerebelo. 
Dos días después de la inyección del trazador, las ratas son anestesiadas profundamente 
con pentobarbital (50 mg/kg intraperitoneal) y perfundidas a través de la aorta ascendente 
con suero salino (100 ml durante dos minutos a temperatura ambiente), seguido por el 
fijador. El fijador utilizado con el trazador HRP consiste en una solución al 1% de 
paraformaldehido y 1,25% de glutaraldehído en un tampón fosfato (PB) 0,1 M a pH de 
7,4. Se perfunde este fijador a una temperatura de 10ºC, en una cantidad de un litro 
durante aproximadamente 50 minutos. Posteriormente se perfunde una solución de 
sacarosa en PB 0,1M (250 ml durante 10 minutos a 10ºC). Se extrae el cerebro y los 
segmentos superiores de la médula espinal y se mantienen en una solución de sacarosa al 
30% a 4ºC durante 48-72 horas. 
 
3.2.2 Procesamiento del tejido 
Tras la crioprotección, los bloques de tejidos fueron congelados y cortados en un 
microtomo de congelación Leica SM2400 (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemania) 
obteniendo secciones en un plano coronal de 50 µm de espesor. Para ello se pegan las 
secciones del tronco del encéfalo con Tissue-Tek (Sakura) a la platina del microtomo por 
la parte rostral en el primer caso y caudal en el segundo. Además se coloca hielo seco 
alrededor del bloque al principio para congelar bien la parte caudal del tronco del 
encéfalo ya que corresponde a la médula espinal y, por su altura y menor área, es más 
fácil que se descongele por ser menor la transmisión del calor hacia la platina. Se recogen 
los cortes de forma seriada en cuatro placas multipocillo de 12, las dos primeras sobre 
frío, de modo que se obtienen cuatro series de cortes, cada una de las cuales tiene una 
serie de secciones con una separación de 200 µm entre el inicio de una y el inicio de otra. 
Estas cuatro series de cortes son: 
1- Serie para el revelado de HRP utilizando tetrametilbenzidina como cromógeno 
(Mesulam, 1978). 
2- Serie de reserva. 
3- Serie de para reacción con citocromo oxidasa (CyO; Wong-Riley, 1979). 
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Revelado de HRP para microscopía óptica 
La HRP es una enzima que cataliza la reacción oxidativa por la cual la diaminobenzidina 
(DAB) precipita y forma un producto de color negro que puede ser fácilmente distinguido 
mediante microscopía óptica. La HRP se caracteriza porque es capaz de transportarse 
retrógradamente a lo largo de los axones por lo que tras la inyección de esta enzima en el 
tálamo y en el cerebelo, el estudio de los núcleos trigeminales mostrará las neuronas 
trigeminotalámicas y trigeminocerebelosas en este color oscuro y fácilmente distinguibles 
de aquellas que no proyectan a estas estructuras y que han sido teñidas con tionina. 
El protocolo para el revelado de la HRP es el siguiente: 
1- Se realizan tres lavados en tampón acetato diluido (0,02M)  que constituye la 
solución de lavado. 
2- Se introducen las secciones en la solución de incubación (Anexo 2) y se 
mantienen durante 10 minutos, en agitación y a temperatura ambiente. 
3- Se añade peróxido de hidrógeno (H2O2) hasta que la solución de incubación 
alcance una concentración de 0,3%. 
4- Se realizan 3 lavados en la solución de lavado con tampón acetato diluido 
(0,02M) de unos 5 minutos cada una. 
5- Se realiza un nuevo proceso de incubación en una solución de incubación como la 
anterior (Anexo 2) con una concentración de peróxido de hidrógeno de 0,3%. 
6- Se realizan entre 3 y 6 lavados en tampón acetato 0,02M de 5 minutos cada uno 
de ellos, en frío y en agitación. 
7- Las secciones se colocan en los portaobjetos lo antes posible, desde una solución 
de lavado a 4º. 
El protocolo de la contratinción con tionina y deshidratación es el siguiente: 
1- Los portaobjetos se colocan cestillas de cristal y se dejan secar a temperatura 
ambiente, protegidos del ambiente y la humedad durante un mínimo de 24 horas. 
2- Posteriormente las cestillas de cristal con los portaobjetos se introducen en 
cristalizadores con tionina durante 4-5 minutos. Esta duración de la tinción con 
tionina es mayor a la sugerida en otros protocolos debido a que en nuestro caso es 
necesario que las células que no han captado HRP sean fácilmente visibles ya que 
van a ser cuantificadas. 
3- Se introducen dos veces las cestillas en solución de lavado (tampón acetato 
0,02M) durante 5 segundos cada una. 
4- Se pasan las cestillas por etanol de 70º ácido durante 15 segundos. 
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5- Se pasan las cestillas por etanol de 96º ácido durante 15 segundos. 
6- Se pasan dos veces las cestillas por etanol de 100º durante 15 segundos. 
7- Se desengrasan las preparaciones con xileno durante 45 minutos y se cubren con 
medio transparente DePeX® (Serva). 
 
Reacción para citocromo oxidasa (CyO) 
La enzima citocromo oxidasa forma parte de la cadena respiratoria y se encuentra en las 
crestas mitocondriales, oxida al sustrato citocromo C en una reacción en la que se 
desprende oxígeno que, a su vez, oxida la DAB dando lugar a un precipitado de color 
marrón insoluble. Por todo ello, la reacción para CyO se utiliza como un marcador de 
actividad metabólica neuronal. 
El protocolo para la reacción del CyO es el siguiente: 
1- Los cortes seriados obtenidos para realizar esta reacción se lavan durante 10-15 
minutos en PB 0,1M pH 7,4 para eliminar los posibles restos de sacarosa. 
2- Las secciones se sumergen en la solución de incubación (Anexo 3) a una 
temperatura de 37ºC en agitación y protegidos de la luz. El tiempo de incubación 
varía dependiendo de la fijación del tejido y del grado de tinción deseado. Por lo 
general, se mantiene la reacción durante 3-4 horas, dependiendo de la fijación del 
tejido controlando visualmente la reacción. 
3- Se realizan tres lavados en PB 0,1M pH 7,4 en agitación de 5 minutos cada uno. 
4- Los cortes se montan en portaobjetos gelatinizados desde el tampón PB 0,1M pH 
7,4 diluido en 1/3 en agua destilada. 
5- Las secciones ya colocadas en los portaobjetos se dejan secar a temperatura 
ambiente, protegidos del ambiente y la humedad durante un mínimo de 24 horas. 
6- Posteriormente las cestillas de cristal con los portaobjetos se introducen en 
cristalizadores con etanol al 70% durante 12 horas. 
7- Se realiza un lavado de corta duración en agua destilada. 
8- Se pasan las cestillas por etanol de 70º durante 30-60 segundos. 
9- Se pasan las cestillas por etanol de 96º durante 30-60 segundos. 
10- Se pasan las cestillas por etanol de 100º. 
11- Se desengrasan las preparaciones con xileno durante 45 minutos y se cubren con 
medio transparente DePeX® (Serva). 
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Tinción de Nissl 
La tinción de Nissl permite visualizar los núcleos celulares, los polirribosomas y el 
retículo endoplasmático rugoso (los llamados gránulos de Nissl), revelándose de este 
modo la citoarquitectura del tejido. Se basa en la afinidad de los colorantes básicos (en 
este caso el violeta de cresilo) por las sustancias ácidas como el ADN y el ARN de las 
células. 
El protocolo para la tinción de Nissl es el siguiente: 
1- Las secciones se montan en portaobjetos gelatinizados desde PB 0,1M pH 7,4 
diluido en 1/3 de agua destilada. 
2- Estos portaobjetos se colocan cestillas de cristal y se dejan secar a temperatura 
ambiente, protegidos del ambiente y la humedad durante un mínimo de 24 horas. 
3- Posteriormente las cestillas de cristal con los portaobjetos se introducen en 
cristalizadores con etanol al 70% durante 12 horas. 
4- Se realiza un lavado de corta duración en agua destilada. 
5- Las cestillas con los portaobjetos se introducen en cristalizadores con violeta de 
cresilo (Anexo 4) a 45º y en agitación durante 4-5 minutos. 
6- Se realizan dos lavados rápidos en agua destilada para eliminar el exceso de 
violeta de cresilo. 
7- Se pasan las cestillas por etanol de 70º durante 30-60 segundos. 
8- Se pasan las cestillas por etanol de 96º durante 30-60 segundos. 
9- Se pasan las cestillas por cloroformo al 100% en agitación durante 10 minutos. 
10- Se pasan las cestillas por etanol de 96º. 
11- Se pasan las cestillas por el diferenciador (Anexo 4), en agitación y bajo control 
visual. 
12- Se pasan las cestillas por etanol de 100º. 
13- Se desengrasan las preparaciones con xileno durante 45 minutos y se cubren con 
medio transparente DePeX® (Serva). 
 
3.2.3 Microscopía y fotografía 
Las secciones teñidas para Nissl y CyO, así como el material revelado para HRP, fueron 
estudiadas con un microscopio Olympus BX51 usando lentes planapocromáticas. Cuando 
se consideró necesario, se realizaron dibujos con cámara lúcida de los núcleos del 
trigémino y de las estructuras limítrofes. Las microfotografías de las regiones 
seleccionadas fueron tomadas con un microscopio Nikon Eclipse E600W y una cámara 
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digital Nikon DXM1200. Se utilizaron los programas Corel Photopaint y Corel Draw 
para el procesamiento digital de las imágenes en una computadora Dell Opti-Plex. El 
procesamiento de imágenes se limitó a realizar ajustes en la escala de grises y en el brillo 
para aumentar la información. Los retoques se limitaron únicamente a las fotografías de 
baja calidad y en regiones fuera del cerebro. 
 
3.2.4 Estereología 
Todos los análisis estereológicos se realizaron con un microscopio Olympus BX51, con 
la ayuda de una platina motorizada de alta precisión, un lector optoelectrónico de 
desplazamiento en Z (“microcator”) con una resolución de 0,5µm (Heidenhain, 
VZR401), una videocámara JVC TK-C1380 y un monitor de vídeo de alta resolución. 
Los principales objetivos utilizados fueron lentes secas planocromáticas 4X y 40X y una 
lente planapocromática de 100X para aceite de inmersión con una gran apertura numérica 
(1,35). El software utilizado para el control de movimientos de la pletina y la aplicación 
de test estereológicos fue el CAST GRID (Visiopharm, Horsholm, Dinamarca y Olympus 
España). 
El número de secciones utilizadas variaba según el subnúcleo objeto de análisis. En el Vc 
se analizó una de cada tres secciones, mientras que en el Vip, el Vo y el Vp se analizaron 
todas las secciones. En ellas se estableció un punto de inicio aleatorio para la estimación 
del volumen y del número de neuronas. El número total de neuronas y el de las que 
proyectan al tálamo o al cerebelo fueron estudiadas mediante el fraccionador óptico, que 
combina el disector óptico (Sterio, 1984) y el programa de muestreo del fraccionador 
(Gundersen et al., 1988a). La estimación del volumen de todos los subnúcleos se realizó 
aplicando el método de Cavalieri.  
 
Estimación del volumen de los subnúcleos del trigémino 
El procedimiento de medida se basó en el principio matemático de Cavalieri que se basa 
en el recuento de puntos asociados a un área que tocan la estructura que se quiere 
cuantificar. Se dispuso una matriz de puntos sobre las secciones del tronco del encéfalo 
en las que se había revelado la HRP y se había contrateñido con tionina. El recuento de 
estos puntos fue utilizado para estimar el volumen ocupado por los diferentes subnúcleos 
mediante la fórmula: 











                                                   
(1)
                    
 
en la que a(p) es el área asociada con cada punto (13.057 µm
2
), d  es la distancia media 
entre cada dos secciones consecutivas estudiadas, que en el caso del Vc es de 150 µm 
(3x50 µm) y en el resto de los subnúcleos estudiados de 50 µm, n es el número de 








que es la suma de puntos que tocan la estructura objeto de estudio, en este caso los 
diferentes subnúcleos del complejo trigeminal.  
El proceso de fijación y el revelado de la HRP producen alrededor de un 30% de 
encogimiento del tejido en área (Bermejo et al., 2003). Ya que no existe un encogimiento 
detectable a lo largo del eje rostrocaudal, esto supone una estimación del 30% de 
encogimiento en volumen, el cual se tuvo en cuenta para determinar el volumen de cada 
uno de los diferentes subnúcleos a partir del tejido revelado para HRP. 
La precisión de la estimación individual del volumen (y del número de neuronas como se 
comentará posteriormente) se evaluó por medio del coeficiente de error (CE), el cual, 
debido a la naturaleza sistemática del protocolo de muestreo, no puede ser calculado de la 
manera habitual, DEM/media (Gundersen y Jensen, 1987; Howard y Reed, 1998; García-
Fiñana y Cruz-Orive, 2000a). Esto es debido a que los valores obtenidos para cada 
sección no son independientes y el CE estimado total para el volumen (CE[V]) es una 
función de dos factores independientes: 
1) la varianza de los puntos cuantificados para cada sección, la cual, a lo largo de las 
secciones y de las fracciones muestreadas da lugar a un error de medida acumulado, 
denominado efecto “nugget” (Geinisman et al., 1996; Avendaño and Dykes, 1996) que se 
calcula como 
   
2/12/1 )()(0724,0   is PnabNug                          (2) 
donde 0,0724 es una constante para las gradillas de puntos cuadráticas, )(
2/1ab es el 
descriptor de forma para un conjunto de perfiles seccionales y ns es el número de 
secciones estudiadas. Los valores medios para )(
2/1ab se estimaron en 4,0 (Vip), 4,5 
(Vc, Vp) y 5,0 (Vo) (Gundersen y Jensen, 1987). 
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2) la varianza debido al muestreo sistemático de las secciones ( ][ aVarSRS  ) la cual depende 
de cómo el recuento de puntos varía de una sección a otra y se calcula (García-Fiñana and 
Cruz-Orive, 2000b) como 
             2143
240
1
][ iiiiiiSRS PPPPNugPPaVar       (3) 
donde el subíndice i se refiere al número de puntos de una sección dentro de una serie 
sucesiva y ordenada de secciones. Entonces, la estimación de CE[V] quedaría como 










][         (4) 
Se cuantificaron una media de 881 puntos en cada lado del complejo trigeminal, con un 
rango para los núcleos individuales entre 138 (Vo) y 301 (Vc) en un total de 26-32 
secciones. La media de los CE osciló entre 1,3% y 2,8%. El mayor CE correspondió al 
Vc y el menor al Vo. 
 
Estimación del número de neuronas en los subnúcleos del trigémino 
Las neuronas que captaban HRP eran fácilmente distinguibles de aquellas neuronas 
contrateñidas con tionina, así como estas se distinguían sin dificultad de otras células no 
neuronales. La unidad de cuantificación utilizada fue el plano ecuatorial del núcleo. En 
las neuronas fuertemente marcadas para HRP, se objetivaba una zona elipsoide de menor 
intensidad que identificaba la presencia del núcleo. 
El número total de neuronas de los subnúcleos Vc, Vip, Vo y Vp se estimó mediante el 
fraccionador óptico que, como ya se ha comentado, combina un disector óptico y un 
esquema de muestreo sistemático que es el fraccionador. Las secciones utilizadas fueron 
las mismas que para la estimación de volumen según el método de Cavalieri. 
El fraccionador se utilizó en diferentes etapas. Estas diferentes fracciones sirvieron para 
calcular la fracción total (fT= fs· fd· fh) del tejido utilizado para cuantificar el número total 
de neuronas. 
a) Todas las secciones correspondientes al revelado de HRP se montaron en los 
portaobjetos, lo que significa que al haber obtenido cuatro series de cortes, se 
montaba una de cada cuatro. De estas secciones montadas, únicamente se 
utilizaron para la cuantificación una de cada 3 (fs=1/3·1/4=1/12) en el Vc, 
mientras que para el resto de los subnúcleos se utilizaron todas (fs=1/4). 
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b) Cada sección de cada subnúcleo fue dividida en áreas fijas, la primera de las 
cuales se ubicó aleatoriamente. La platina motorizada del microscopio movilizó la 
preparación a cada área mediante los movimientos de distancia pre-establecida y 
fija. Cada una de estas regiones correspondía a un área de 1780 µm2 que es una 
fracción (fd) del total de las áreas muestreadas. La variación de las coordenadas 
x,y en cada movimiento de la platina fue de 80 µm. 
c) La altura del disector fue de 14 µm, así que la fracción del total del espesor 
seccional que fue muestreada fue fh=14/t, donde t es la estimación del grosor de 
las secciones estudiadas para cada subnúcleo. La estimación de este grosor fue 
realizada según los valores del microcator de unas diez mediciones por cada 
sección distribuidas aleatoriamente, realizadas mediante el enfoque desde la 
superficie hasta la parte más profunda de cada sección. Las secciones congeladas 
cortadas en micrótomo pueden presentar un encogimiento marcado e irregular, 
dando lugar a una importante variación en las medidas del espesor. En nuestras 
secciones congeladas, el encogimiento medio observado según el eje Z (ortogonal 
al plano de sección) fue del 43%, con un rango entre el 40 y el 49%. Es decir, la t 
media de todos los subnúcleos fue de 28,5 µm en comparación con los 50 µm a 
las que se ajustó el micrótomo, por lo que la fh=14/28,5≈1/2. 
El ruido introducido en la cuantificación del número de neuronas por la variabilidad del 
espesor en cada una de las medidas puede ser controlado aumentando el número de 
mediciones del grosor y ponderando la contribución de cada sección a la estimación final 
(Dorph-Petersen et al., 2001; Bermejo et al., 2003). La estimación del espesor medio para 



















                                                       
(5) 
donde la Qt es el valor medio de las secciones sobre el espesor medio por sección it , 
ponderada por el número de neuronas por sección, _iq . 
El número total de neuronas para cada subnúcleo se estimó según la ecuación: 
1  TfQN                                                      (6) 
donde Q– es el número total de células cuantificadas en todos los disectores que quedan 
dentro del perfil de un subnúcleo determinado. Al igual de lo que sucede para las medidas 
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de volumen, la precisión de la cuantificación del número total de células fue estimada a 
través del coeficiente de error (CE[N]) que es una función de dos factores 
independientes: 1) la varianza del número de células contado en cada sección el cual se 
produce en todas las secciones y fracciones de muestreo y lleva a un error de medida 
acumulado igual al Q–, y 2) la varianza resultante del muestreo sistemático de la 
secciones ( ][
_
QVarSRS ) que es dada por la ecuación 3, arriba indicada, en la cual, la 
cuantificación de neuronas (Qi) sustituye al número de puntos (Pi). Entonces, el 











                                          
(7) 
Se cuantificaron una media de 970 neuronas por cada lado del complejo trigeminal en un 
total de 26-32 secciones. El coeficiente de error osciló entre 6,3% y el 8,1% entre los 
distintos subnúcleos del trigémino, siendo el menor para el Vp y el mayor para el Vo. 
 
Estadística adicional 
Las variaciones observadas en el volumen y en la cuantificación del número de neuronas 
se expresaron en términos relativos por el coeficiente de variación (CV=DE/media, donde 
DE es la desviación estándar). La varianza observada (OCVa
2
) es la suma de la varianza 
esperada (ECVa
2
) que representa la variabilidad real entre los animales, y la varianza de 
las diferencias interindividuales debidas al proceso estereológico, que se expresa 
mediante CE
2
 (Gundersen y Jensen, 1987; West et al., 1991; Geinisman et al., 1996). Ya 
que OCV es directamente calculada de los datos y que el CE puede ser 
independientemente estimado como se ha indicado anteriormente de las estimaciones del 
número de células y del volumen, es posible obtener una buena aproximación de la 
variabilidad interindividual real. 
Las correlaciones entre estos datos como el volumen del complejo trigeminal y el número 
de neuronas (expresado como la densidad neuronal) se exploraron utilizando estadísticas 
de regresión (GB-Stat 5.3; Dynamic Microsystems, Silver Spring, Maryland). 
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3.3 GRUPO B1. CUANTIFICACIÓN DE LAS NEURONAS INHIBITORIAS DE 
GABA Y GLICINA. GRUPO CONTROL. 
 
3.3.1 Sujetos, fijación y preparación del tejido 
Este grupo incluye finalmente seis ratas Sprague-Dawley que son perfundidas a través de 
la aorta ascendente bajo anestesia profunda con pentobarbital (50mg/kg intraperitoneal). 
Tras un breve lavado con suero salino (NaCl 0,9%), durante dos minutos a temperatura 
ambiente, son perfundidas  con 1% paraformaldehído y 2,5% glutaraldehído en buffer 
fosfato 0,1M a pH 7,4, durante 30-40 minutos (800ml aproximadamente) a temperatura 
ambiente. Los cerebros son rápidamente extraídos y guardados en la misma solución 
fijadora durante cuatro horas a una temperatura de 4ºC. Tras la postfijación se extrae un 
bloque que contiene el tronco del encéfalo, el cerebelo y los dos primeros segmentos 
cervicales de la médula espinal. Se separa posteriormente el cerebelo y el tronco del 
encéfalo es cortado coronalmente caudal a la salida del V par craneal, quedando, de esta 
forma el Vp en el bloque rostral y los subnúcleos Vip y Vc. Se obtiene un tercer bloque 
de corteza cerebral correspondiente al área somatosensorial primaria. 
 
3.3.2 Procesamiento del tejido 
Los bloques del tronco del encéfalo y de la corteza cerebral se lavaron en PB y fueron 
cortados coronalmente en un vibratomo a 80µm. Las secciones fueron recogidas en PB 
0,1M frío y distribuidas en cinco series consecutivas: 
1- Serie para tinción de Nissl con violeta de cresilo al 0,1%. 
2- Serie de para reacción con citocromo oxidasa (CyO; Wong-Riley, 1979). 
3- Serie para inmunocitoquímica postinclusión frente a GABA. 
4- Serie para inmunocitoquímica postinclusión frente a glicina. 
5- Serie de reserva. 
Las secciones teñidas con Nissl y CyO fueron utilizadas para delimitar el núcleo del 
trigémino y el área somatosensorial primaria. Los protocolos de ambas tinciones se han 
descrito con anterioridad, con la única diferencia de que los cortes deben estar 24 horas 
en la solución de incubación de CyO (Anexo 3) en lugar de las 3-4 horas que se 
recomendaba en el apartado 3.2.2 al haber utilizado una concentración de glutaraldehído 
mayor. 
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Inclusión en Durcupan 
Se seleccionaron entre tres y cuatro secciones de vibratomo de distintos niveles 
rostrocaudales de los subnúcleos Vc y Vp y del área de barriles de la corteza cerebral. En 
el Vc la separación entre estos cortes fue de unos 1600 µm, en el Vp de 400 µm y en la 
corteza cerebral de unos 800 µm. Además, se tomaron secciones adicionales del Vip de 
dos animales. 
El protocolo para la inclusión de estas secciones en Durcupan es el siguiente: 
1- Las secciones seleccionadas se mantienen durante una noche completa en PB 
0,1M a 4ºC. 
2- Se colocan los cortes entre dos láminas de papel de filtro empapadas de PB 0,1M 
y se sitúan en placas de vidrio donde poder llevar a cabo la reacción. 
3- Se añade una solución de osmio (1% OsO4 en 0,1M PB) sobre los cortes 
seleccionados y se mantiene durante una hora. Esta reacción se lleva a cabo sobre 
hielo, en campana y en ausencia de luz. 
4- Se realizan dos lavados en PB 0,1M durante 10 minutos cada uno. 
5- Los cortes seleccionados se pasan por alcohol de 60º en frío durante 5 minutos. 
6- Los cortes se pasan por alcohol de 70º en frío durante 5 minutos. 
7- Se pasan por alcohol de 80º en frío durante 5 minutos. 
8- Se pasan por alcohol de 96º en frío durante 5 minutos. 
9- Se pasan dos veces por alcohol de 100º en frío durante 5 minutos. 
10- Se pasan dos veces por óxido de propileno durante 10 minutos, la primera vez en 
frío. 
11- Se pasan por alcohol de 60º en frío durante 5 minutos. 
12- Se pasan por una disolución compuesta por óxido de propileno y Durcupan al 
50% y se dejan en ella durante toda la noche. 
13- Se pasan por Durcupan durante 4 horas. 
14- Los cortes se colocan entre dos láminas de acetato ACLAR (Ted Pella, Inc., 
Redding, CA) que quedan pegadas por Durcupan y se dejan secar en una estufa a 
57ºC durante dos días. Se coloca un peso de aproximadamente 240g para 
garantizar que estos cortes quedan planos 
15- Se separa la lámina superior de acetato ACLAR exponiendo una de las caras de 
los cortes seleccionados. 
16- Sobre la cara expuesta de estos cortes se pega un cilindro de Durcupan 
previamente preparado (Anexo 5) mediante Durcupan líquido. 
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17- Estos bloques de tejido se dejan secar en una estufa a 57ºC durante 
aproximadamente dos días. 
18- Posteriormente se separa la lámina de acetato ACLAR que quedaba de tal modo 
que quedan bloques de Durcupan con la región del complejo trigeminal o de la 
corteza cerebral que se quiere estudiar en uno de sus extremos. 
De cada uno de estos bloques se obtienen entre 32 y 48 secciones semifinas de 1 µm de 
espesor mediante un cuchillo de diamante (Drukker International, The Netherlands) en un 
ultramicrotomo "Leica Ultracut". Estas secciones se distribuyeron de forma alternante 
que fueron montadas por separado sobre portas gelatinizados. Estas series se usaron 
respectivamente para inmunocitoquímica con GABA, glicina, toluidina y reserva. Unas 
secciones adicionales se montaron para ser usadas como controles negativos. Secciones 
de las laminillas cerebelosas se utilizaron como controles de referencia positivos ya que 
está bien demostrada la presencia de GABA y glicina en el córtex cerebeloso (Ottersen et 
al., 1988). 
 
Inmunocitoquímica postinclusión para GABA y glicina 
El procedimiento es similar al propuesto originalmente por Somogyi (Somogyi et al., 
1984), con modificaciones (Del Río y De Felipe, 1996). En resumen, todas las secciones 
fueron tratadas con una mezcla de etanolato sódico y óxido de propileno, deosmificadas y 
lavadas en agua destilada. Las secciones reservadas para el marcaje de glicina fueron 
tratadas con borohidruro sódico al 0,2% en búffer de fosfato sódico, a pH 7,4 (PBS) 
durante 10 minutos. La inmunocitoquímica consiste en la siguiente secuencia de 
incubaciones en una cámara húmeda, a temperatura ambiente, y con minuciosos lavados 
con buffer entre cada uno de los pasos: 
 1.- Incubación durante 30 minutos en un medio de incubación (MI) compuesto de: 
2% de albúmina de suero bovino  y 5% de suero de carnero o caballo en  PBS. 
 2.- Anticuerpos monoclonales anti-GABA (1:250; clon 3D5, Matute y Streit, 
1986) o anticuerpos policlonales anti-glicina obtenidos en conejo (1:1000; Ab139, 
Chemicon Europe, Hampshire, UK) en el medio de incubación durante toda una noche. 
 3.-  IgG  biotinilada horse-anti-mouse o goat-anti-rabbit (1:50; Chemicon) en 
medio de incubación durante 60 minutos. 
 4.- Complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC, 1:250; Vector Labs., Burlingame, 
CA) en PBS, durante 90 minutos. 
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 5.- Diaminobenzidina (DAB, 0,05%; Sigma, St. Louis, MO, USA) en PBS 
durante 10 minutos. 
 6.- DAB con adición de H2O2 (0'003% del stock a 30%).  
La intensidad de la tinción se comprueba cada pocos minutos bajo microscopio. Cuando 
la tinción es satisfactoria, la reacción se para lavando las secciones varias veces en buffer 
fosfato frío. Posteriormente, la tinción se intensifica mediante la inmersión de las 
secciones en 0,02% OsO4 en buffer fosfato durante dos minutos. Tras tres lavados en PB,  
las secciones son deshidratadas en alcohol, tratadas con xileno y cubiertas con DePeX. 
Se utilizaron controles negativos en los cuales se omite el segundo paso y sustituyéndolo 
por un aumento del tiempo en el medio de incubación y preadsorbiendo los anticuerpos 
primarios con conjugados BSA frente a GABA o glicina. Estos conjugados se prepararon 
utilizando 50 µmoles de GABA o glicina, 6mg de BSA y 50µmoles de glutaraldehído 
(todos ellos de Sigma) en 1 ml de PB 0,1M (Matute y Streit, 1986). La preadsorción se 
realizó incubando el anticuerpo con el correspondiente conjugado a 60 (GABA, 1:250) o 
120 (glicina, 1:1000) µg/ml (concentración de las proteínas) durante dos horas a 
temperatura ambiente. 
 
3.3.3 Microscopía, fotografía y densitometría 
Al igual que para el estudio morfológico y de proyecciones se utilizó un microscopio 
Olympus BX51 con lentes planapocromáticas para estudiar el tejido y las fotografías 
fueron tomadas con un microscopio Nikon Eclipse E600W y una cámara digital NiKon 
DXM1200. También se utilizaron los programas Corel Photopaint y Corel Draw para el 
procesamiento digital de las imágenes en una computadora Dell Opti-Plex aunque 
nuevamente se limitó a realizar ajustes en la escala de grises y en el brillo para aumentar 
la información. Los retoques se limitaron a las fotografías de baja calidad y en regiones 
fuera del cerebro. 
Para facilitar el estudio de la colocalización de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas 
se representaron todos los perfiles neuronales de secciones consecutivas del Vc y del Vp 
en un papel utilizado una cámara lúcida a 400x. 
La clasificación de los somas neuronales en los cortes semifinos fue en tres grupos: 
débilmente marcado, fuertemente marcado y no marcado. Esta separación se realizó de 
acuerdo a una evaluación subjetiva de diferentes rasgos de la tinción. En todos los 
núcleos del trigémino existen cuerpos neuronales que expresan GABA y/o glicina. Para 
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ambos marcadores, existe un rango continuo de tinción nuclear o citoplasmática, desde 
débil a muy fuerte. En todos los casos, la calidad de la reacción positiva fue comprobada 
verificando la presencia de un marcaje muy fuerte de los botones del neuropilo, cestas 
alrededor de las células de Purkinje del cerebelo y cuerpos celulares en diferentes 
regiones, incluyendo los núcleos trigeminal y paratrigeminal. El marcaje fue considerado 
"fuerte" siempre y cuando el citoplasma fuese marcadamente más oscuro que los perfiles 
no marcados, ya fuesen de otros citoplasmas o dendritas. La intensidad del marcado 
nuclear era generalmente similar al del citoplasma, aunque ocasionalmente se encontraba 
menos marcado (particularmente para las neuronas gabaérgicas). Las neuronas 
débilmente marcadas son aquellas en las que el citoplasma aparece únicamente un poco 
más oscuro que las neuronas negativas o no marcadas, manteniendo el núcleo el mismo 
grado de tinción o un poco menor al del citoplasma (figura 3). Cuando quedaba duda, las 
células fueron clasificadas como débiles. 
Los resultados iniciales de este procedimiento fueron comprobados mediante un análisis 
densitométrico, utilizando el software de análisis de imágenes Scon Image para Windows 
(rel. Beta 4.0.2, Scion Corp., www.scioncorp.com). Se tomaron dieciséis 
microfotografías de cortes semifinos teñidos para GABA y para glicina del Vc del 
trigémino en dos ratas utilizando la anteriormente mencionada cámara Nikon. Las 
fotografías fueron guardadas a alta resolución en un formato TIFF en blanco y negro. Se 
seleccionaron manualmente 300 campos rectangulares de cuerpos neuronales y se asignó 
un valor en la escala de grises de forma automática por el software Scion. Los valores 
obtenidos fueron normalizados utilizando los valores de gris del lumen de los vasos 
sanguíneos de las mismas secciones. El proceso de normalización se realizó de acuerdo 
con la siguiente ecuación: 
VGNn(-,+,+++) = VGn(-,+,+++) / VGv 
donde VGNn(-,+,+++) representa el valor en la escala de grises normalizado para 
neuronas no marcadas (-), neuronas débilmente marcadas (+) y neuronas fuertemente 
marcadas (+++).  VGn(-,+,+++) es la lectura obtenida para cada célula y VGv representa 
la media de las medidas obtenidas para el lumen de los vasos sanguíneos en una sección 
dada (Avendaño et al., 2005). 
 




Figura 3. Espectro de intensidad de tinción de neuronas gabaérgicas. Se puede ver como existen 
neuronas fuertemente marcadas, como la marcada con una flecha, débilmente marcada, como 
la marcada con un punto y negativas como la marcada con una estrella. 
 
3.3.4 Estereología 
El análisis estereológico se llevó a cabo con un microscopio Olympus BX51, con la 
ayuda de una platina de alta precisión, un lector optoelectrónico de desplazamiento en Z 
de 0,5µm de resolución, una videocámara JVC TK-C1380 y un monitor de vídeo de alta 
resolución. Los principales objetivos utilizados fueron lentes planocromáticas 4X y 40X. 
El software utilizado para el control de movimientos de la pletina y la aplicación de test 
estereológicos fue el CAST GRID (Visiopharm, Horsholm, Dinamarca y Olympus 
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Estimación del número de neuronas: disector físico. 
La densidad numérica de neuronas gabaérgicas y glicinérgicas fue estimada aplicando el 
método del disector físico (Sterio, 1984; Howard y Reed, 1998) a pares de cortes 
semifinos de 1 µm de espesor, con una separación de 4 µm entre pares. Las secciones 
muestreadas fueron alineadas y muestreadas automáticamente mediante desplazamientos 
de la platina controlados por el software CAST. Los campos estudiados fueron 
muestreados sistemáticamente cada 22.000-40.000 µm
2
 en las secciones utilizando lentes 
de 40x, con una magnificación total en la pantalla del monitor de 1630x. Sobre estas 
secciones se situó un marco de cuantificación y se marcaron los perfiles neuronales que 
reunían los criterios de cuantificación según el método del disector físico, en ambas 
direcciones.  
El número total de células se estimó a partir de la siguiente ecuación: 
N = NV · V (ref)                                                       (8) 
en la cual N representa el número total de células, NV representa el número total de 
células cuantificadas y V (ref) representa el volumen total del que es están obteniendo los 
datos, en este caso el núcleo del trigémino y la corteza cerebral. El volumen de referencia 
con el que se trabajó fue obtenido a partir de los animales del “grupo A: estudio 
morfométrico y de proyecciones” que utilizó el método de Cavalieri para la obtención de 
los volúmenes. 
La precisión en la cuantificación fue determinada utilizando el coeficiente de error (CE). 
El CE total es función de dos factores independientes: 1) la varianza de las células 
contadas en cada sección, que para fracciones de muestreo <<1 tiende a ser igual a Q– y 
2) la varianza debida al muestreo sistemático de las secciones ( ][
_
QVarSRS ) que es dado por 
la ecuación siguiente (García-Fiñana y Cruz Orive, 2000a) y depende de la variación del 
número de células de una sección a la siguiente: 
                 2143
240
1
][ iiiiiiSRS PPPPNugPPaVar     (9) 
En esta ecuación Pi representa los puntos contados en lugar de las células cuantificadas y 
Nug representa el efecto nugget o error de medida acumulado (Geinisman et al., 1996; 
Avendaño y Dykes, 1996), equivalente a: 
                              
2/12/1 )()(0724.0   iPnabNug                           (10) 
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En este caso 0,0724 es un valor constante para retículas cuadráticas, )(
2/1ab es el 
descriptor de forma para un conjunto de perfiles seccionales y n es el número de 
secciones estudiadas. Los valores medios para )(
2/1ab se estimaron en 4,0 (Vip), 4,5 
(Vc, Vp) y 5,0 (Vo) (Gundersen y Jensen, 1987). 
De esta forma, el coeficiente de error se obtiene con la fórmula (11). 










][                                    (11) 
Los coeficientes de error estimados se encontraban en un rango entre 0,5 y 6,6%. 
 
Corrección de volumen para el encogimiento del tejido. 
El encogimiento del tejido producido por la inclusión en resina se estimó previamente 
comparando, en secciones consecutivas del tronco del encéfalo, las medidas obtenidas 
para las secciones incluidas en resina y las obtenidas directamente del vibratomo. Se 
obtuvo una media del 8% de encogimiento en área, y un 12% de encogimiento en 
volumen. El encogimiento adicional producido por la fijación del tejido fue ignorado, 
aunque pudiese ser responsable de cambios menores en la estimación del número total de 
neuronas (ver Discusión). 
 
Estudios de colocalización. 
En dos animales se realizó un estudio de colocalización. Para ello los perfiles de varios 
somas neuronales de diferentes pares de cortes semifinos marcados para GABA y para 
glicina de los subnúcleos Vc, Vip y Vp fueron dibujados en papel utilizando una cámara 
lúcida y una lente de 40x. Los perfiles marcados fueron clasificados siguiendo un código 
de colores en nueve grupos dependiendo del marcaje de la inmunotinción para GABA o 
glicina en todas sus posibles combinaciones. 
La colocalización de estas tinciones también fue cuantificada en pares de cortes semifinos 
del Vc de tres ratas utilizando el mismo protocolo de muestreo proporcionado por el 








El número total de neuronas de los diferentes grupos neuronales se describieron 
utilizando medias y desviaciones típicas. Las variaciones observadas en el número de 
células entre los diferentes grupos de animales se expresaron en términos relativos 
mediante el coeficiente de variación (CV=DEM/media, donde DEM es la desviación 
estándar de la media). La varianza observada (OCVa
2
) es la suma de la varianza esperada 
(ECVa
2
) que representa la variabilidad real entre los animales, y la varianza 
interindividual debida al proceso estereológico, que se expresa mediante CE
2
 (Gundersen 
y Jensen, 1987; West et al., 1991; Geinisman et al., 1996). Se aplicó el test de Wilcoxon 
para dos grupos correlacionados para evaluar las diferencias de lado entre los grupos, así 
como las diferencias intranucleares rostrocaudales en el Vc. 
 
3.4 GRUPO B2.  CUANTIFICACIÓN DE LAS NEURONAS INHIBITORIAS DE 
GABA Y GLICINA. GRUPO TRATADO CON CCI-IoN 
 
3.4.1  Constricción crónica del nervio infraorbitario (CCI-IoN). Desarrollo de un 
modelo de dolor neuropático 
Este grupo incluye finalmente cuatro ratas Sprague-Dawley que son anestesiadas 
profundamente mediante una mezcla de ketamina (Ketolar ®), xilacina (Rompún®) y 
atropina en una proporción de 1:1/3:1/6 respectivamente, en una dosis de 2 ml/kg de peso 
del animal por vía intramuscular. Además se utilizaron dosis adicionales del 25% de estas 
cantidades en caso de necesidad. La cirugía se realizó considerando importantes las 
condiciones asépticas del lugar de la operación. 
Los estudios preliminares para la optimización del modelo de dolor neuropático no son 
incluidos en esta Tesis, se realizaron sobre otras ratas e incluyeron diferentes versiones de 
la ligadura del IoN, y la aplicación de test de conducta nociceptiva. Una de las versiones 
anteriores se expone en la figura 4: 




Figura 4. CCI-IoN. Estudio preliminar. Esta figura muestra la realización de una CCI-IoN 
mediante dos tipos de ligaduras distintas: una doble ligadura proximal con catgut, indicada 
mediante la estrella negra y una doble ligadura distal con polipropileno (Prolene®), indicada 
mediante la estrella blanca. La flecha indica la erosión que se realiza en el hueso cigomático con 
el objetivo de realizar las ligaduras los más proximales posible. 
 
La cirugía se inicia colocando al animal anestesiado sobre la mesa en posición lateral 
dejando expuesto el lado izquierdo. Toda la cirugía se desarrolla bajo un microscopio 
quirúrgico (Tipo II de Zeiss-Jena). El procedimiento quirúrgico se inicia practicando una 
incisión en forma de C por detrás de la zona de vibrisas y por delante del ojo en el lado 
izquierdo del animal. Se separa cuidadosamente la piel ayudándose de una torunda de 
algodón y se retraen los músculos zigomáticos y masetero profundo hasta llegar al arco 
zigomático y exponer el IoN (figura 5), donde se verá sin dificultad el orificio 
infraorbitario por donde emerge el nervio. Éste se diseca hasta el foramen infraorbitario 
para localizar las dos ramas en las que se bifurca a la salida del agujero zigomático y para 
separarlo completamente del resto del tejido. Con una gubia se elimina la región lateral 
del orificio de salida del IoN para llegar a localizar la región más proximal del nervio. Se 
advierte que el IoN se encuentra dividido en dos porciones: un fascículo medial, más 
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compacto, y un fascículo lateral, más grueso que el anterior, pero también más laxo. La 
disposición de tales fascículos puede apreciarse en la misma figura. 
 
 
Figura 5. IoN separado del resto del tejido por un hilo de sutura de seda. 
 
Tras disecar y exponer los dos fascículos del IoN se realizan un total de cuatro ligaduras 
de seda de 6/0 (Lorca Marín): una anterior y una posterior en cada uno de los dos 
fascículos. La disposición de tales ligaduras puede verse en la figura 6. Esta intervención 
es una modificación del modelo clásico de CCI-IoN (Vos et al., 1994). En este modelo 
original se realizaba una sola constricción abrazando a todo el IoN, mientras que en esta 
modificación se realizan dos constricciones por cada fascículo. Las ligaduras se hacen 
con un nudo doble con ayuda de pinzas y tijeras microquirúrgicas. Por último se irriga la 
zona con suero fisiológico estéril y se sutura la piel con hilo de seda de 2/0 (Lorca 
Marín). Se añade cloranfenicol pulverizado (Veterin Tenicol, Intervet) en la zona de 
incisión para prevenir infecciones y se le administra una inyección subcutánea de suero 
fisiológico dejando al animal que se recupere de la anestesia. 
Estas ligaduras se colocan únicamente en el IoN izquierdo, actuando el lado contralateral 
como control. 
 




Figura 6. Se exponen los dos fascículos del IoN y las cuatro ligaduras de seda 6/0. 
 
3.4.2  Evaluación de los animales. Test nociceptivos 
Los animales son explorados el día anterior a la cirugía y cada tres meses durante el mes 
siguiente, según los métodos descritos con anterioridad (Vos et al., 1994; Idänpään-
Heikkilä y Guilbaud, 1999; Christensen et al., 1999). Antes de llevar a cabo la 
exploración, los animales se situaron de forma aislada en una caja de observación a la que 
se adaptaron durante un período de dos horas. Tras este período de habituación se 
procedió a medir la sensibilidad mecánica de los animales mediante filamentos de Von 
Frey con capacidad para ofrecer determinadas presiones. 
Antes de comenzar la exploración, se tocaban las paredes de la caja con una varilla 
similar a la de los pelos de Von Frey y se palpaba a la rata para que se acostumbrase al 
explorador. Tras este proceso de adaptación que llevaba alrededor de dos minutos, se 
iniciaba la serie de estimulaciones mecánicas repetidas. 
Los estímulos se aplicaron en el territorio inervado por el IoN, en el centro de la  región 
correspondiente al área de vibrisas. Los filamentos se aplicaban hasta el punto de 
doblarse y se exploraba en primer lugar el lado contralateral y posteriormente al lado en 
el que había sido intervenido el IoN. 
Cada uno de los filamentos se aplicaba un total de cinco veces, siempre comenzando por 
los filamentos que ejercían una presión menor y se consideraba como respuesta positiva a 
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aquella en la que el animal realizaba tres maniobras de retirada ante un mismo filamento. 
Se utilizó una colección de pelos de von Frey que incluían las siguientes medidas: 
0,008g, 0,04g, 0,16g, 0,4g, 0,6g, 1,0g, 1,4g, 2,0g, 4,0g, 8,0g, 10g, 26g y 100g.  La 
aproximación con los pelos de von Frey al área estudiada se realizó de forma lenta para 
evitar las respuestas de sorpresa del animal. Se consideraba una maniobra de retirada 
positiva cuando se cumplía alguno de los siguientes tres supuestos: 
A- Retirada de la cabeza de la rata para evitar el contacto con el filamento. 
B- Maniobras de huída o de ataque realizadas por el animal con el objeto de evitar 
contacto con el filamento. 
C- Movimientos de gesticulación asimétricos de la cara.  
En caso de existir una respuesta positiva, la siguiente estimulación mecánica no se 
realizaba hasta que hubiesen pasado un mínimo de 20 segundos desde que el animal 
hubiese vuelto a su posición primaria. El filamento de mayor grosor utilizado fue el capaz 
de aplicar una fuerza de 100g considerando las respuestas negativas a este filamento 
como anestesia completa del animal ante los estímulos mecánicos. La elección de este 
filamento como fuerza máxima se realizó para prevenir un posible daño tisular de la rata 
y porque era capaz de desplazar pasivamente la cabeza del animal. Estas maniobras se 
realizaron cada tres días desde la cirugía hasta el día 30, momento en el cual los animales 
fueron sacrificados. Estos test nociceptivos siempre fueron realizaron en una habitación 
tranquila y por la misma persona. El esquema temporal utilizado en la exploración de 
estos animales se representa en la figura 7. 
 
 
Figura 7. Esquema temporal de la exploración de los animales sometidos a CCI. 
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También se observó un mayor un mayor toqueteo de la hemicara del lado intervenido que 
del contralateral (acicalamiento o grooming facial), sobre todo en la primera fase de la 
exploración (fase anestésica). Este hallazgo no se estudió de forma cuantitativa. 
 
3.4.3 Fijación y procesamiento del tejido 
Tras el mes de seguimiento y exploraciones repetidas de los animales, éstos fueron 
sacrificados del mismo modo que en el grupo control. El procesamiento del tejido y las 




Los procedimientos estereológicos y el equipo utilizado fue el mismo que para el grupo 
control. Sin embargo, se estudiaron por separado los lados derecho e izquierdo del 
animal. El complejo trigeminal izquierdo y la CxSS derecha se consideraron las regiones 
correspondientes al IoN que se había intervenido, mientras que el complejo trigeminal 
derecho y la CxSS izquierda se consideraron como los lados “controles” de los animales 
operados. Estos lados se compararon entre ellos y con el grupo control mediante el test 
estadístico de Wilcoxon. Los niveles de significación estadística que se tuvieron en 
cuenta fueron P<0,05, P<0,01 y P<0,001. 
 
 
3.5 GRUPO B3.  CUANTIFICACIÓN DE LAS NEURONAS INHIBITORIAS DE 
GABA Y GLICINA. GRUPO TRATADO CON GBP 
 
3.5.1 Sujetos empleados y administración de GBP 
Este grupo incluye seis ratas Sprague-Dawley que son tratadas con GBP durante tres días 
previamente a su sacrificio y obtención del tejido. La GBP se obtiene de las cápsulas 
comercializadas de neurontin® de 400mg que se abren y se obtiene la dosis de GBP 
correspondiente en una balanza de precisión (Mettler H51). La cantidad que se administra 
de neurontin® en cada inyección es de 150 mg/kg de peso del animal (aproximadamente 
40 mg por animal y dosis), lo que supone 112,5 mg de GBP por cada kilogramo de peso 
del animal, ya que la composición de las cápsulas de neurontin® es 75% de GBP y el 
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25% de excipientes. Esta cantidad que se va a utilizar se disuelve en 0,5 ml de suero 
fisiológico y se inyecta posteriormente de forma subcutánea en la rata. Se realizan un 
total de cinco inyecciones en cada uno de los animales con una separación entre cada una 
de ellas de 12 horas. Entre la última inyección y el sacrificio y perfusión de los animales 
se deja pasar 24 horas. El esquema temporal de la administración de la GBP y del 
sacrificio de los animales se representa en la figura 8. 
 
Figura 8. Esquema temporal de la administración de la GBP. 
 
3.5.2 Fijación y procesamiento del tejido 
Tras la administración de GBP a los animales, éstos fueron sacrificados del mismo modo 
que en el grupo control. El procesamiento del tejido y las distintas tinciones y reacciones 
inmunocitoquímicas también fueron iguales a las de dicho grupo. 
 
3.5.3 Estereología 
Los procedimientos estereológicos y el equipo utilizado fue el mismo que para el grupo 
control. Los datos obtenidos se compararon entre ellos con los el grupo control mediante 
la prueba paramétrica de la t de Student. Los niveles de significación estadística que se 
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3.6 GRUPO B4. CUANTIFICACIÓN DE LAS NEURONAS INHIBITORIAS DE 
GABA Y GLICINA. GRUPO INTERVENIDO MEDIANTE CCI-IoN Y 
TRATADO CON GBP 
 
3.6.1 Preparación de los animales 
Este grupo incluye tres ratas Sprague-Dawley que son intervenidas mediante una CCI-
IoN realizada del mismo modo a como se explica en el apartado 3.4.1. La exploración 
posterior de los animales también se realiza cada tres días a lo largo de la primera fase o 
anestésica y segunda fase o de desarrollo del dolor y del mismo modo a como se ha 
comentado en el apartado 3.4.2. Durante los días 27, 28 y 29 posteriores a la cirugía se 
administra GBP a los animales. El tratamiento con este fármaco se realiza de modo 
similar al descrito en el apartado 3.5.1, a partir de las cápsulas comercializadas de 
neurontin® 400 mg e inyectando 112,5 mg por cada kilogramo de peso del animal cada 
12 horas y de forma subcutánea. Al igual que en el caso anterior, se realizan un total de 
cinco inyecciones en cada uno de los animales administrándose un total de 562,5 mg de 
GBP por cada kilogramo de peso del animal. Entre la última inyección y el sacrificio y 
perfusión de los animales se deja pasar 24 horas. El esquema temporal de la 
administración de la GBP y del sacrificio de los animales se representa en la figura 9. 
 
 
Figura 9. Esquema temporal de la cirugía, las exploraciones y la administración de la GBP en los 




Tesis Doctoral. Pedro E. Bermejo                                              MATERIAL Y MÉTODOS 
66 
 
3.6.2 Fijación y procesamiento del tejido 
Tras el mes de seguimiento, las exploraciones repetidas y la administración de GBP a los 
animales, éstos fueron sacrificados del mismo modo que en el grupo control (apartado 
3.3.1). El procesamiento del tejido y las distintas tinciones y reacciones 
inmunocitoquímicas también fueron iguales al grupo control (apartado 3.3.2). 
 
3.6.3 Estereología 
Los procedimientos estereológicos y el equipo utilizado fue el mismo que para el grupo 
control (apartados 3.3.3 y 3.3.4). Sin embargo, se estudiaron por separado los lados 
derecho e izquierdo del animal. El complejo trigeminal izquierdo y la CxSS derecho se 
consideraron las regiones correspondientes al IoN que se había intervenido, mientras que 
el complejo trigeminal derecho y la CxSS izquierda se consideraron como los lados 
“controles” de los animales operados. Estos lados se compararon entre ellos y con los 
grupos control y tratado mediante CCI. Los niveles de significación estadística que se 
tuvieron en cuenta fueron P<0,05, P<0,01 y P<0,001. 
 
3.7 GRUPO C. ANÁLISIS DE LAS NEURONAS DE PROYECCIÓN QUE 
EXPRESAN GABA Y/O GLICINA 
 
3.7.1 Inyección del trazador y sacrificio de los animales 
Este grupo incluye dos ratas Sprague-Dawley a las que se les inyecta una solución acuosa 
al 20% de HRP del mismo modo al comentado en el apartado 3.2.1. Para ello se anestesia 
profundamente a las ratas con una mezcla de xilacina y ketamina (5mg/kg y 80mg/kg 
respectivamente) además de cantidades adicionales del 25% en caso de necesidad. Estas 
dos ratas recibieron 12 depósitos estereotáxicas mediante una jeringa Hamilton en el 
núcleo ventral posteromedial del tálamo a través de dos orificios fresados en los huesos 
parietales con las mismas coordenadas que las anteriormente comentadas: (AP 2,9; L 
2,6), (AP 2,9; L -2,6), (AP 3,9; L 2,4) y (AP 3,9; L -2,4) (Paxinos y Watson, 1986). 
Nuevamente, en cada una de estas coordenadas se realizan depósitos de HRP en tres 
diferentes alturas con una profundidad de 6,1, 5,6 y 5,1mm desde la corteza cerebral. Con 
ello, cada uno de los tálamos recibe aproximadamente 1,2 µl de HRP. 
Dos días después de la inyección del trazador, las ratas son anestesiadas profundamente 
con pentobarbital (50 mg/kg intraperitoneal) y perfundidas a través de la aorta ascendente 
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con suero salino (100 ml durante dos minutos a temperatura ambiente), seguido por el 
fijador. El fijador utilizado en este caso, consiste en una solución al 1% de 
paraformaldehido y 2,5% de glutaraldehído en un PB 0,1M a pH de 7,4. Se perfunde a 
temperatura ambiente, en una cantidad de un litro durante aproximadamente 50 minutos. 
Los cerebros son rápidamente extraídos y guardados en el buffer de fijación durante 
cuatro horas a una temperatura de 4ºC. Tras la postfijación se extrae un bloque que 
contiene el tronco del encéfalo, el cerebelo y los dos primeros segmentos cervicales de la 
médula espinal. Se separa posteriormente el cerebelo y el tronco del encéfalo es cortado 
coronalmente caudal a la salida del V par craneal, quedando, de esta forma el Vp en el 
bloque rostral y los subnúcleos Vip y Vc. 
 
3.7.2 Procesamiento del tejido 
Los bloques del tronco del encéfalo y de la corteza cerebral se lavaron en PB y fueron 
cortados coronalmente en un vibratomo a 80µm. Las secciones fueron recogidas en PB 
0,1M frío y distribuidas en cinco series consecutivas: 
1- Serie para tinción de Nissl con violeta de cresilo al 0,1%. 
2- Serie de para reacción con citocromo oxidasa (CyO; Wong-Riley, 1979). 
3- Serie para inmunocitoquímica postinclusión frente a GABA o glicina. 
4- Serie para inmunocitoquímica postinclusión frente a GABA o glicina. 
5- Serie de reserva. 
Las secciones teñidas con Nissl y CyO fueron utilizadas para delimitar el núcleo del 
trigémino. Los protocolos de ambas tinciones se han descrito con anterioridad (3.2.2). 
De las secciones utilizadas para la inmunocitoquímica postinclusión frente a GABA o 
glicina, se seleccionaron tres de los niveles rostrocaudales de los subnúcleos Vc y Vp. En 
estas secciones se reveló el HRP (apartado 3.3.2. Revelado de HRP para microscopía 
óptica) y posteriormente fueron incluidas en Durcupan siguiendo el mismo protocolo que 
se ha comentado con anterioridad (apartado 3.3.2. Inclusión en Durcupan). De cada uno 
de estos bloques se obtuvieron varias secciones semifinas de 1 µm de espesor mediante 
un cuchillo de diamante (Drukker International, The Netherlands) en un ultramicrotomo 
"Leica Ultracut" que se usaron respectivamente para inmunocitoquímica con GABA y 
glicina, toluidina y reserva. Unas secciones adicionales se montaron para ser usadas como 
controles negativos. Secciones de las laminillas cerebelosas se utilizaron como controles 
de referencia positivos. 
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La inmunocitoquímica postinclusión para GABA y glicina se realiza del mismo modo al 
propuesto con anterioridad (apartado 3.3.2). 
 
3.7.3 Microscopía, fotografía y análisis cuantitativo 
Del mismo modo que para los estudios anteriores se utilizó un microscopio Olympus 
BX51 con lentes planapocromáticas para estudiar el tejido con un microscopio Nikon 
Eclipse E600W y una cámara digital NiKon DXM1200 para la realización de las 
fotografías. Nuevamente se utilizaron los programas Corel Photopaint y Corel Draw para 
el procesamiento digital de las imágenes en una computadora Dell Opti-Plex. 
Se realizó un muestreo sistemático de los núcleos Vp y Vc visualizando 140 campos por 
cada subnúcleo (70 para GABA y 70 para glicina). Se identificaron con facilidad las 
neuronas gabaérgicas o glicinérgicas debido a su tinción marronácea y las neuronas 
marcadas con HRP por la existencia de un punteado negro en su soma. A lo largo de este 
muestreo se buscó la presencia de neuronas que simultáneamente expresasen GABA y/o 
glicina y que presentasen HRP en su interior. 
 
3.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO Y PRESENTACIÓN DE RESULTADOS 
Los  datos obtenidos se sometieron a dos test estadísticos según cumplieran o no criterios 
de normalidad. Se utilizó la t de Student como test paramétrico y la prueba de Wilcoxon 
no paramétrico como test no paramétrico (Mann-Whitney). El nivel de significación 
estadística se situó en P<0,05. Las diferencias se valoran en esta Tesis como “muy 
significativas” (**; P<0,01), “significativas” (*; 0,01≤p<0,05) o “tendencia” (ϯ; 
0,050≤p<0,1). 
Se han utilizado los programas de software Microsoft Excel®, Microsoft Word® y 
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- ANEXOS A MATERIAL Y MÉTODOS  -  
ANEXO 1. Preparación de solución de inyección HRP al 20%. 
- Se pesa 1mg de HRP. 
- Se disuelve en 5µl de agua. 
- Se introduce el tubo Eppendorf con la disolución en un sonicador y se mantiene 
durante el tiempo suficiente como para que se disuelva por completo. 
- Se carga la disolución en una jeringa Hamilton de 10µl. 
Productos utilizados: 
 HRP (type VI; Sigma, St. Louis, MO) 
 
ANEXO 2. Solución de incubación de HRP. 
Se deben preparar por separado las tres siguientes soluciones: 
1) Se diluyen 600 mg de nitroferricianuro sódico (en su defecto se puede utilizar 
nitroprusiato sódico) en 555 ml de agua bidestilada. 
2) 30 ml de buffer acetato 0,2M pH 3,3, obtenido directamente del stock de este 
producto. 
3) Se diluyen 30 mg de TMB en 15 ml de etanol y se introduce esta solución en 
un sonicador manteniéndola hasta que el TMB se ha disuelto por completo. 
Las soluciones 1), 2) y 3) se vierten por este orden en una bandeja de cristal. 
Productos utilizados: 
 Nitroferricianuro sódico. 
 Búffer acetato 0,2M pH 3,3 (Panreak) 
 Etanol: CH3CH2OH; Pm: 46. 
 TMB: 3,3’-tetrametilbenzidina (Merck) 
 
ANEXO 3. Solución de incubación de CyO 
Para un volumen estándar de 100 ml se utilizan los siguientes componentes: 
- 4 g de sacarosa. 
- 40 mg de citocromo C. 
- 50mg de DAB (conservada en viales de 5 mg en un arcón a -80ºC). 
- 100 de búffer fosfato 0,1M. 
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Se consigue la disolución completa manteniéndola durante el tiempo necesario en un 
sonicador. Posteriormente se almacenará en una estufa de 37ºC hasta que se desarrolle la 
reacción. 
Productos utilizados: 
 DAB: 3,3’-Diaminobenzidina tetrahidroclorada: C12H14N4 x 4HCl; Pm: 360,1 
g/mol (Sigma). 
 Citocromo C; Pm: 12,4 g/mol (Sigma). 
 Sacarosa: C12H22O11; Pm: 342,3 g/mol (Mikrobiologie). 
 
ANEXO 4. Reactivos para la tinción de Nissl 
Solución de Violeta de Cresilo 
 500ml de violeta de cresilo al 0,1% en H2O destilada, se añaden 2,5ml de ácido 
acético glacial. Esta solución se filtra antes de ser utilizada. 
Diferenciador (para 1 litro): 
 17 ml de ácido acético glacial, se enrasa a 1 litro con etanol de 96º. 
Productos utilizados: 
 Violeta de cresilo: C17H4ClN3N; Pm: 311,77 g/mol (Merck). 
 Ácido acético glacial: CH3COOH; Pm: 60,05 g/mol (Panreac). 
 Cloroformo (estabilizado con etanol purísimo): Cl3CH; Pm: 119,38 g/mol 
(Panreac). 
 
ANEXO 5. Reactivos generales 
TAMPÓN FOSFATO (PB) 0,1 M, pH 7,4 
Para 1 litro: 
115 ml de solución A + 385 ml de solución B + enrasar a 1 litro con H2O destilada 
 Solución A: 27,6 g de fosfato sódico monobásico se lleva a 1 litro con H2O 
destilada. 
 Solución B: 35,6 g de fosfato sódico dibásico se lleva a 1 litro con H2O 
destilada. 
 




 Fosfato sódico monobásico: NaH2PO4 x H2O; Pm: 137,99 g/mol (Panreac). 
 Fosfato sódico dibásico: Na2HPO4 x H2O; Pm: 137,99 g/mol (Panreac). 
SOLUCIÓN DE GELATINA PARA RECUBRIR PORTAOBJETOS 
 Solución A: calentar 450 ml de H2O destilada (50-60ºC) y añadir lentamente 
20 g de gelatina en polvo. 
 Solución B: 0,5 g de sulfato crómico potásico + 50 ml de H2O destilada. 
 Mezclar A y B, dejar enfriar y filtrar. 
Productos utilizados: 
 Gelatina (Prolabo). 
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4.1 ANATOMÍA Y PROYECCIONES DE LOS NÚCLEOS TRIGEMINALES 
 
4.1.1  Los núcleos del trigémino: anatomía 
Las características histológicas de los núcleos trigeminales han sido descritas en estudios 
previos (Waite y Tracey, 1995). Todos los núcleos son delimitados sin problemas en su 
parte lateral y convexa por el tracto trigeminal. En las regiones mediales, sin embargo, 
los bordes son menos precisos y la delineación se ha realizado utilizando diferentes 
secciones de tejido con varios marcadores así como otros recursos (Paxinos et al., 1999). 
La figura 1 muestra una secuencia de secciones coronales teñidas para Nissl, en la que se 
han marcado los límites de los diferentes subnúcleos. Estos núcleos no son homogéneos 
en su citoarquitectura, que muestran diferencias llamativas, sobre todo entre las regiones 
dorsales y ventrales del Vp, Vo y Vip. Esto ha llevado a la introducción de diferentes 
subdivisiones (Falls et al., 1985; Paxinos et al., 1999). La identificación de los límites 
rostrocaudales de cada uno de los núcleos puede en algunas ocasiones plantear 
dificultades. De acuerdo con otros autores (Paxinos et al., 1999), los límites entre estos 
núcleos están orientados oblicuamente con respecto al plano coronal de sección lo que 
hace que la región rostral y la caudal de núcleos vecinos coexista en la misma sección 
histológica. Aunque estos bordes pueden ser identificados en el tejido tratado con Nissl 
(figura 10), destacan más en el tejido teñido con citocromo oxidasa (figura 11). El borde 
medial del Vp está marcado a lo largo del eje rostrocaudal por los fascículos de la raíz 
motora trigeminal, entre los cuales algunos grupos celulares definen el núcleo 
intertrigeminal. En la región caudal hay un límite distinto entre los grupos celulares más 
densos del Vp y el núcleo reticular parvocelular del puente, que se sitúa como una cuña 
entre el Vp y la rama del facial. 
La delineación del subnúcleo Vp con Nissl es más difícil de realizar en las regiones 
dorsales. Dorsalmente una región con escaso número de células indica la separación entre 
el Vp y la región ventrolateral del complejo parabraquial, incluye el núcleo de Kölliker-
Fuse. Dorsomedialmente, el núcleo supratrigeminal linda con la división dorsal del Vp. 
Los límites mediales y ventromediales del Vo están marcados por una abundancia de 
fascículos mielinizados que, en parte, pertenecen a la formación reticular parvocelular 
pontina y en parte conectan el Vo con las fibras perifaciales del núcleo facial. El borde 
dorsomedial es nuevamente más difícil de delimitar ya que la citoarquitectura del Vo es 
variable en su mitad dorsal y además por la relativa pobreza de fibras y un patrón 
neuronal más complejo en la formación reticular adyacente. 
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En su borde dorsomedial, el Vip consiste en un grupo de pequeñas células que se 
combinan con la región lateral del complejo solitario. La progresiva transición entre estos 
dos núcleos, sin embargo, se interrumpe por un tracto delgado y pequeño de fibras 
mielínicas, lo que ayuda a marcar un borde. Más dorsalmente, una zona de transición 
reticular pobremente definida separa el Vip de la región rostral del núcleo cuneatus y del 
núcleo espinal vestibular (Bermejo et al., 2003). 
El Vc comienza rostralmente como una zona de transición que es flanqueada lateralmente 
por la región caudal del Vip; se vuelve laminada según se avanza hacia la región caudal y 
se estrecha lentamente hasta que converge sin un claro límite con la región cervical del 
asta dorsal. Sólo se considerarán las capas I-IV para su medición y para la cuantificación 
del número de neuronas en estudio ya que pueden ser delineadas de un modo bastante 
preciso. Las capas más profundas (V-VI) tienen bordes más imprecisos y sólo aparecen 
alrededor de 1 mm caudal al límite rostral de Vc, como una prolongación del núcleo 
reticular dorsal del bulbo (Avendaño et al., 2005). 
 
 




Figura 10. Microfotografías de 50µm de grosor, teñidas para Nissl, de secciones coronales en 
celoidina del cuadrante lateral del tronco del encéfalo de la rata mostrando los núcleos 
trigeminales. Las líneas punteadas muestran los límites de los núcleos excepto en las regiones 
claramente diferenciadas por el tracto trigeminal. Las diferencias citoarquitecturales entre las 
porciones dorsales y ventrales de Vp y de Vo son claramente visibles, aunque no permiten el 
establecimiento de subdivisiones. El nivel de cada sección se indica en el diagrama de la 
izquierda proyectados sobre una silueta del tronco del encéfalo, reconstruido según datos de 
Paxinos y Watson (1998). Barra de escala: 0,5mm (aplicada a todas las microfotografías).  




Figura 11. Microfotografías de secciones coronales teñidas con citocromo oxidasa de 40 µm de 
espesor de los núcleos trigeminales sensitivos en los niveles donde los límites rostrocaudales 
entre los núcleos son particularmente difíciles de trazar. Las flechas gruesas ayudan a delimitar 
el límite más rostral del núcleo (A), las divisiones dorsales y ventrales del Vp (B,C), la parte 
caudal del Vo (E) y su solapamiento con la extensión rostroventral del Vip (F), y el complejo 
solapamiento entre el Vip y el Vc al nivel del óbex (G), así como 0,25mm caudal a él (H). El 
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4.1.2 Volumen de los diferentes núcleos del trigémino 
El volumen de los núcleos sensitivos del trigémino corregidos para el encogimiento del 
tejido (ver Materiales y Métodos) para cada lado oscila entre 9,2 y 10,0mm3 (media 9,6; 
mediana 9,7) de los cuales el 40,5%, el 28,4%, el 16,7% y el 14,6% corresponden 
respectivamente al Vc, Vip, Vo y Vp (tabla 2). Estos porcentajes de volumen 
corresponden a unos volúmenes de 3,89, 2,73, 1,60 y 1,40mm3 para cada uno de estos 
núcleos. 
La variabilidad intersujeto fue baja para el conjunto de los núcleos sensitivos trigeminales 
y para cada uno de ellos por separado. De esta forma el coeficiente de variación para el 
conjunto de los núcleos fue de 0,024, mientras que fue de 0,052, 0,028, 0,031 y 0,026 
para el Vc, Vip, Vo y Vp respectivamente. La mayoría de esta variabilidad representa una 
variedad biológica real, dado el bajo error de muestreo obtenido (coeficiente de 
variación). 
En el núcleo Vp se han diferenciado dos regiones diferentes en base a las diferentes 
tinciones aplicadas y sobre todo en las distintas proyecciones al tálamo y al cerebelo. 
Los volúmenes de los diferentes núcleos del trigémino, de su suma, sus medias, 
coeficiente de variación y coeficiente de error están recogidos en la tabla 1 mientras que 
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CASO LADO VC VIP VO VP TOTAL 
TT14 D 3,88 2,87 1,56 1,43 9,74 
TT16 
D 4,06 2,79 1,50 1,39 9,74 
I 3,70 2,77 1,56 1,40 9,44 
TT17 
D 3,75 2,59 1,60 1,36 9,30 
I 3,56 2,67 1,59 1,42 9,24 
TT18 
D 3,93 2,80 1,64 1,44 9,82 
I 4,03 2,76 1,63 1,44 9,87 
TT19 
D 4,09 2,82 1,57 1,40 9,88 
I 3,93 2,65 1,56 1,42 9,55 
TT20 
D 3,66 2,70 1,63 1,33 9,32 
I 3,59 2,75 1,62 1,34 9,30 
TT21 
D 3,70 2,73 1,59 1,37 9,40 
I _ 2,75 1,62 1,42 _ 
TT22 
D 3,85 2,62 1,70 1,40 9,57 
I 4,13 2,59 1,69 1,39 9,80 
TC1 
D 4,16 2,76 1,66 1,42 10,00 
I 3,79 2,76 1,66 1,44 9,65 
TC2 
D 3,99 2,67 1,59 1,46 9,71 
I 4,05 2,63 1,56 1,42 9,65 
TC3 
D _ 2,73 1,60 1,44 _ 
I _ 2,82 1,60 1,39 _ 
TC4 
D 4,05 2,69 1,60 1,34 9,68 
I 3,68 2,75 1,62 1,36 9,40 
TC5 
D 4,28 2,72 1,53 1,42 9,94 
I 3,79 2,82 1,52 1,36 9,48 
Media 3,89 2,73 1,60 1,40 9,61 
% 40,5% 28,4% 16,7% 14,6% 100% 
CVa 0,052 0,028 0,031 0,026 0,024 
CEa 0,028 0,026 0,013 0,027  
Tabla 2. Volumen en mm3 para cada división de los núcleos sensitivos trigeminales del trigémino 
para un encogimiento del tejido del 30%. El símbolo “%” representa el porcentaje de cada 
subnúcleo sobre el volumen total de los núcleos sensitivos del trigémino. D: lado derecho; I: 
lado izquierdo. 
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CASO LADO VPd VPv VP TOTAL 
TC1 
D 0,73 0,69 1,42 
I 0,74 0,70 1,44 
TC2 
D 0,76 0,70 1,46 
I 0,74 0,67 1,42 
TC4 
D 0,70 0,64 1,34 
I 0,72 0,64 1,36 
TC5 
D 0,72 0,70 1,42 
I 0,70 0,66 1,36 
Media 0,73 0,68 1,40 
% 51,8% 48,2% 100% 
CVa 0,029 0,037 0,024 
CEa 0,036 0,036 0,027 
Tabla 3. Volumen en mm3 para cada región del núcleo Vp para un encogimiento del tejido del 
30%. El símbolo “%” representa el porcentaje de cada región sobre el volumen total del núcleo 
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4.1.3 Número total de neuronas de los núcleos del trigémino 
El número total de neuronas del complejo trigeminal para cada lado osciló entre 226.000 
y 318.900 (media 281.000; mediana 284.800), de los cuales el 58,5%, el 21,7%, el 7,5% 
y el 12,6% correspondieron respectivamente al Vc, Vip, Vo y el Vp (tabla 4). La 
variabilidad entre los sujetos fue discreta (CV entre 0,07 y 0,12) y la precisión de las 
estimaciones fue alta (bajo coeficiente de error) para todos los núcleos. El número medio 
de neuronas (en miles) del lado derecho fue de 283,8±25,2, ligeramente mayor que en el 
lado izquierdo, que fue de 278,1±18,4, aunque esta diferencia no fue significativa. 
La densidad neuronal media difiere sustancialmente para los distintos núcleos y estas 
diferencias se basan tanto en el tamaño celular como en la distribución de las neuronas, lo 
cual puede ser apreciado a simple inspección. La menor densidad neuronal corresponde 
al Vo (13,300 neuronas/mm
3
, corregido para un encogimiento de volumen del 30%) y la 
mayor al Vc (42,300 neuronas/mm
3
). Los núcleos Vip y Vp tienen densidades similares 
con 22,300 neuronas/mm
3
 para el primero y 25,200 neuronas/mm
3























Tesis Doctoral. Pedro E. Bermejo                                                                  RESULTADOS 
83 
 
CASO LADO VC VIP VO VP TOTAL 
TC-1 
D 208,3 57,3 21,3 36,8 318,7 
I 155,5 52,8 18,7 37,5 260,6 
TC-2 
D 188,6 65,5 23,8 41,0 318,9 
I 192,1 63,3 23,2 37,6 316,2 
TC-3 
D _ 48,9 24,7 38,6 _ 
I _ 60,6 22,6 33,7 _ 
TC-4 
D 164,5 49,2 24,1 38,2 271,9 
I 185,9 56,4 20,3 33,6 292,3 
TC-5 
D 118,9 62,3 19,8 29,1 226,0 
I 134,5 66,6 19,1 31,6 247,8 
TT16 
D 160,1 67,3 20,9 36,4 284,7 
I 174,4 60,7 19,7 35,3 290,1 
TT17 
D 165,8 64,8 20,0 34,3 284,9 
I 157,8 67,7 24,5 32,7 282,7 
TT18 
D 182,6 52,5 19,9 35,1 290,1 
I 162,6 54.0 20,6 37,7 274,9 
TT19 
D 171,1 59,2 22,6 34,7 287,6 
I 153,3 58,2 21,0 37,0 269,5 
TT20 
D 165,5 69,0 20,3 36,0 290,8 
I 169,0 62,0 20,6 36,0 287,6 
TT21 
D 147,7 66,3 20,1 32,3 266,4 
I 144,9 66,3 21,6 33,4 266,2 
TT22 
D 160,5 66,8 19,7 34,7 281,7 
I 154,6 62,8 20,1 34,0 271,5 
Media 164,5 60,8 21,2 35,3 281,0 
% 58,5% 21,7% 7,5% 12,6% 100% 
CV 0,12 0,10 0,08 0,07 0,08 
CE 0,073 0,072 0,081 0,063  
Tabla 4. Número total de neuronas (en miles) en cada núcleo del trigémino. El símbolo “%” 
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4.1.4 Proyecciones al tálamo de los diferentes núcleos del trigémino 
Las neuronas marcadas con HRP fueron fácilmente distinguidas de aquellas que 
únicamente estaban teñidas con Nissl. La figura 12 muestra la diferencia entre los dos 
tipos de neuronas que se cuantificaron (marcadas con HRP frente a las teñidas con Nissl) 
mientras que la figura 13 muestra una panorámica del tejido cuantificado en la que se 
distinguen tanto neuronas marcadas como no marcadas. 
El número medio de neuronas trigeminales que proyectan al tálamo es de 33.400 por cada 
lado, con un rango entre 30.300 y 37.300, lo que supone un 11,9% del total de neuronas 
existentes en el complejo trigeminal. El mayor porcentaje de proyección talámica de 
todos los núcleos trigeminales se encuentra en el Vp (18.400 neuronas, 52,6%) mientras 
que el menor se localiza en el Vc (2.600 neuronas, 1,6%). El Vip y el Vo adquieren 
porcentajes de proyección intermedios: 16,7% para el primero y 9,5% para el segundo. 
Según estos resultados, la mayor proyección al tálamo desde los núcleos del trigémino se 
realiza desde el Vp con un 55,1% de la proyección trigeminotalámica, seguido del Vip 
con el 31,1%, el Vc con el 7,8% y el Vo con sólo en 6,0%. 
El número de neuronas de proyección al tálamo en el lado derecho fue de 33.600±2.400 
mientras que en el lado izquierdo fue de 33.200±1.400, sin que existiese diferencia 
significativa entre ambos lados. El porcentaje de neuronas de proyección talámica para el 
total de neuronas trigeminales fue de 11,9±0,7% para el lado derecho frente a 11,8±0,7% 
para el lado izquierdo. En este caso, la diferencia tampoco fue estadísticamente 
significativa. 
El número de neuronas de proyección talámica para cada uno de los diferentes núcleos 
del trigémino, su suma, sus medias, su coeficiente de variación y su coeficiente de error 








Figura 12. Diferencias entre las neuronas marcadas con HRP y las teñidas con Nissl. 
 





VC VIP VO VP Total 
HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % 
TT16 
D 2,1 158,0 160,1 1,3% 10,9 56,4 67,3 16,2% 2,5 18,4 20,9 11,9% 19,1 17,3 36,4 52,5% 34,6 250,1 284,7 12,2% 
I 2,8 171,6 174,4 1,6% 10,4 50,3 60,7 17,1% 1,5 18,2 19,7 7,1% 18,6 16,7 35,3 52,7% 33,3 256,8 290,1 11,5% 
TT17 
D 1,2 164,6 165,8 0,7% 11,1 53,6 64,8 17,2% 0,6 19,4 20,0 3,1% 17,3 17,0 34,3 50,4% 30,3 254,6 284,9 10,6% 
I 0,6 157,2 157,8 0,4% 12,8 54,9 67,7 18,9% 2,3 22,3 24,5 9,2% 18,8 13,9 32,7 57,5% 34,5 248,2 282,7 12,2% 
TT18 
D 4,3 178,4 182,6 2,3% 10,0 42,5 52,5 19,1% 3,4 16,4 19,9 17,3% 19,6 15,5 35,1 55,8% 37,3 252,8 290,1 12,8% 
I 3,6 159,0 162,6 2,2% 9,1 44,9 54,0 16,8% 2,3 18,3 20,6 11,1% 19,3 18,4 37,7 51,3% 34,3 240,6 274,9 12,4% 
TT19 
D 2,9 168,2 171,1 1,7% 10,9 48,3 59,2 18,4% 2,7 19,9 22,6 11,9% 17,8 16,9 34,7 51,3% 34,3 253,3 287,6 11,9% 
I 2,0 151,3 153,3 1,3% 9,5 48,7 58,2 16,3% 3,1 17,9 21,0 14,7% 19,9 17,1 37,0 53,8% 34,5 235,0 269,5 12,8% 
TT20 
D 3,5 162,0 165,5 2,1% 9,9 59,1 69,0 14,3% 0,9 19,4 20,3 4,3% 18,9 17,1 36,0 52,6% 33,1 257,6 290,8 11,4% 
I 1,4 167,6 169,0 0,8% 9,3 52,7 62,0 14,9% 2,9 17,7 20,6 14,1% 17,5 18,6 36,0 48,4% 31,0 256,6 287,6 10,7% 
TT21 
D 3,1 144,6 147,7 2,1% 9,9 56,4 66,3 14,9% 1,2 18,9 20,1 5,9% 16,9 15,4 32,3 52,3% 31,1 235,3 266,4 11,6% 
I 3,7 141,2 144,9 2,5% 9,6 56,7 66,3 14,5% 1,6 20,0 21,6 7,4% 16,7 16,7 33,4 50,0% 31,6 234,6 266,2 11,8% 
TT22 
D 2,9 157,6 160,5 1,8% 11,8 55,0 66,8 17,7% 1,1 18,6 19,7 5,6% 18,9 15,8 34,7 54,57% 34,7 247,0 281,7 12,3% 
I 2,1 152,5 154,6 1,4% 10,9 51,9 62,8 17,4% 1,8 18,3 20,1 8,9% 18,1 15,9 34,0 53,2% 32,9 238,6 271,5 12,1% 
Media 2,6 159,6 162,1 1,6% 10,4 52,2 62,7 16,7% 2,0 18,8 20,8 9,5% 18,4 16,6 35,0 52,6% 33,4 247,2 280,6 11,9% 
CVa 0,41 0,06 0,06 0,40 0,10 0,09 0,08 0,09 0,44 0,07 0,06 0,44 0,06 0,07 0,04 0,04 0,06 0,04 0,03 0,06 
CE    0,13    0,15    0,19    0,17      
Tabla 5. Neuronas trigeminotalámicas. Número total de neuronas para cada núcleo del complejo trigeminal (en miles) y porcentaje de neuronas 
marcadas (con proyección al tálamo). HRP+: neuronas marcadas con HRP; HRP-: neuronas no marcadas con NRP; %: porcentaje de neuronas 
marcadas con HRP sobre el total; D: lado derecho; I: lado izquierdo. CE  representa el valor medio de los CE obtenido mediante la estimación 












4.1.5 Proyecciones al cerebelo de los diferentes núcleos del trigémino 
 
El número medio de neuronas trigeminales que proyectan al cerebelo es de 7.200 por cada 
lado, con un rango entre 5.200 y 9.700, lo que supone un 2,53% del total de neuronas 
existentes en el complejo trigeminal. El mayor porcentaje de proyección cerebelosa de los 
núcleos trigeminales se encuentra en el Vp (2.300 neuronas; 6,3%) y en el Vip (3.600 
neuronas; 6,4%) mientras que la proyección es moderada en el Vo (900 neuronas; 4,3%) y 
escasa en el Vc (800 neuronas; 0,5%). 
Según estos resultados, la mayor proyección al cerebelo desde los núcleos del trigémino 
se realiza mediante el Vip con el 47,4% de la proyección trigeminocerebelosa, seguido del 
Vp con el 30,3%, el Vo con el 11,8% y el Vc con sólo en 10,5%. 
El número de neuronas de proyección al cerebelo en el lado derecho fue de 6.900±1.900 
mientras que en el lado izquierdo fue de 7.400±1.800, sin que existiese diferencia 
significativa entre ambos lados. El porcentaje de neuronas de proyección cerebelosa para 
el total de neuronas trigeminales fue de 2,4±0,4% para el lado derecho frente a 2,6±0,4% 
para el lado izquierdo. En este caso, la diferencia tampoco fue estadísticamente 
significativa. 
En el Vp, las neuronas de proyección trigeminocerebelosas se localizan 
fundamentalmente en el área dorsal (Vpd) donde se encuentra el 84,0% de la proyección 
de este núcleo al cerebelo y el porcentaje de neuronas de proyección cerebelosa alcanza el 
11.3%. Por su parte, la región ventral (Vpv) únicamente representa el 16,0% de la 
proyección cerebelosa del Vp y sólo el 2,2% de sus neuronas proyectan al cerebelo. 
Las figuras 14 y 15 muestran el núcleo Vp y las diferencias de proyección cerebelosa 
entre el Vpd y el Vpv. La figura 15 muestra una panorámica de los diferentes núcleos del 
trigémino con las neuronas trigeminotalámicas y las trigeminocerebelosas marcadas. Las 
figuras 16 y 17 muestran un esquema de la proyección trigeminotalámica y 
trigeminocerebelosa. 
El número de neuronas de proyección cerebelosa para cada uno de los diferentes núcleos 
del trigémino, su suma, sus medias, su coeficiente de variación y su coeficiente de error 
están recogidos en la tabla 6. Por su parte, la tabla 7 muestra las neuronas de proyección 
cerebelosa de la Vpd y de la Vpv. 





Figura 5. La figura A corresponde a la proyección trigeminotalámica del Vp en la que se aprecia 
que dicha proyección es homogénea en las diferentes regiones del núcleo. Por su parte, en la 
figura B, que corresponde a la proyección trigémicocerebelosa del Vp se observa que las 
neuronas que proyectan al cerebelo se localizan preferentemente en la Vpd y, por lo general, son 




 Vc Vip Vo Vp Total 
HRP+ HRP- Total % HRP+ HRP- Total % HRP+ HRP- Total % HRP+ HRP- Total % HRP+ HRP- Total % 
TC1 
D 1,0 154,50 155,5 0,67% 3,7 47,0 50,7 7,30% 0,9 17,8 18,7 4,81% 2,5 35,1 37,5 6,58% 9,6 251,0 260,6 3,09% 
I 2,1 206,2 208,3 1,00% 3,2 51,0 57,3 5,67% 1,1 20,2 21,3 5,16% 3,3 33,5 36,8 8,96% 9,7 310,9 323,7 3,01% 
TC2 
D 0,9 191,2 192,1 0,47% 2,8 60,5 63,3 4,42% 0,7 22,5 23,2 3,02% 2,7 34,9 37,6 7,18% 7,1 309,1 316,2 2,25% 
I 0,7 187,9 188,6 0,37% 3,1 62,4 65,5 4,73% 0,4 23,4 23,8 1,68% 2,4 38,6 41,0 5,85% 6,6 312,3 318,9 2,07% 
TC3 
D _ _ _ _ 3,4 57,1 60,6 5,68% 0,34 22,25 22,6 1,52% 2,4 31,3 33,7 7,15% _ _ _ _ 
I _ _ _ _ 3,1 45,8 48,9 6,34% 1,5 23,1 24,7 6,28% 2,8 35,8 38,6 7,25% _ _ _ _ 
TC4 
D 0,6 185,3 185,9 0,34% 3,4 53,1 56,4 6,02% 0,8 19,5 20,3 3,94% 1,3 32,3 33,6 3,79% 5,7 286,5 292,3 2,06% 
I 1,3 163,2 164,5 0,77% 3,4 45,8 49,2 6,90% 0,8 23,3 24,1 3,37% 2,8 35,4 38,2 7,33% 7,7 264,2 271,9 3,00% 
TC5 
D 0,4 134,5 134,9 0,30% 2,2 64,4 66,6 3,23% 1,2 17,9 19,1 6,43% 1,8 29,8 31,6 5,68% 5,2 242,6 247,8 2,21% 
I 0,5 118,9 119,4 0,42% 2,9 59,4 62,3 4,61% 1,4 18,4 19,8 7,10% 1,1 28,0 29,1 3,70% 5,4 220,7 226,0 2,54% 
Media 0,8 167,7 168,5 0,5% 3,6 54,7 58,3 6,4% 0,9 20,8 21,8 4,3% 2,3 33,5 35,8 6,3% 7,5 276,7 284,2 2,53% 
CV 0,58 0,18 0,18 0,46 0,14 0,13 0,11 0,23 0,43 0,11 0,10 0,45 0,31 0,09 0,10 0,26 0,20 0,12 0,12 0,18 
CE    0,12    0,11    0,12    0,09      
Tabla 6. Cuantificación de neuronas trigeminocerebelosas. Número total de neuronas para cada núcleo del complejo trigeminal (en miles) y 
porcentaje de neuronas marcadas (con proyección al cerebelo). HRP+: neuronas marcadas con HRP; HRP-: neuronas no marcadas con HRP; %: 
porcentaje de neuronas marcadas con HRP; D: lado derecho; I: lado izquierdo. CE  representa el valor medio de los CE obtenido mediante 















Tabla 7. Número total de neuronas en Vpd y Vpv y porcentaje de neuronas marcadas (con 
proyección al cerebelo). HRP+: neuronas marcadas con HRP (trigeminotalámicas); HRP-: 
neuronas no marcadas con NRP; %: porcentaje de neuronas marcadas con HRP; D: lado derecho; 
I: lado izquierdo. CE  representa el valor medio de los CE obtenido mediante la estimación 








El número de neuronas de proyección al cerebelo en Vpd fue de 1.940±510 mientras que 
en la Vpv fue de 370±250, existiendo una diferencia estadísticamente significativa entre 
ambas regiones (P<0,001). El porcentaje de neuronas de proyección cerebelosa para el 
total de neuronas trigeminales fue de 11,3±2,7% para Vpd frente a 2,2±1,5% para la Vpv. 






 VPd VPv VP-TOTAL 
HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % HRP+ HRP- TOTAL % 
TC1 
D 2,5 18,0 20,50 13,8% 0,8 15,8 16,60 5,06% 3,3 33,8 37,1 9,5% 
I 1,9 18,9 20,80 10,1% 0,6 16,2 16,80 3,70% 2,5 35,1 37,6 6,9% 
TC2 
D 2,0 20,1 22,10 9,9% 0,4 18,5 18,90 2,16% 2,4 38,6 41,0 6,1% 
I 2,4 16,3 18,70 14,7% 0,3 18,6 18,90 1,61% 2,7 34,9 37,6 8,2% 
TC3 
D 2,5 17,7 20,20 14,1% 0,3 18,1 18,40 1,66% 2,8 35,8 38,6 7,9% 
I 2,1 15,7 17,80 13,3% 0,3 15,6 15,90 1,92% 2,4 31,3 33,7 7,6% 
TC4 
D 2,2 18,0 20,20 12,2% 0,6 17,4 18,00 3,45% 2,8 35,4 38,2 7,8% 
I 1,3 16,1 17,40 8,0% 0,0 16,2 16,20 0,00% 1,3 32,3 33,6 4,0% 
TC5 
D 1,4 14,29 15,72 10,0% 0,4 15,4 15,72 2,33% 1,8 29,6 31,4 6,2% 
I 1,1 15,0 16,07 7,1% 0,0 12,9 12,86 0,00% 1,1 27,9 28,9 3,6% 
Media 1,94 17,01 18,95 11,3% 0,37 16,46 16,83 2,2% 2,31 33,47 35,78 6,8% 
CV 0,26 0,11 0,11 0,23 0,69 0,11 0,11 0,72 0,31 0,10 0,10 0,27 
CE    0,14    0,13    0,09  





Figura 15. Esquema de las proyecciones trigeminotalámicas: A) Vp, B) Vo, C) Vip, D) Vc y 










Figura 16. Esquema proyección trigeminotalámica. 
 
 














4.2 LAS NEURONAS INHIBITORIAS GABAÉRGICAS Y GLICINÉRGICAS 
 
 
4.2.1 Neuronas gabaérgicas y glicinérgicas en el complejo trigeminal 
Un subgrupo de somas neuronales en todos los núcleos del trigémino expresan 
inmunorreactividad para GABA y/o glicina. Para ambos marcadores existe un rango 
continuo de tinción citoplásmica y nuclear, que va desde marcado débil a muy fuerte. El 
marcado fue considerado como fuerte cuando el citoplasma era claramente más oscuro 
que los perfiles de las neuronas no marcadas u otros somas celulares o dendritas. 
Generalmente la intensidad del marcado nuclear era similar a la del citoplasma aunque 
ocasionalmente aparecía levemente más teñido (sobre todo en las neuronas gabaérgicas) o 
menos (fundamentalmente en las neuronas glicinérgicas). Por su parte, el marcado fue 
considerado como débil cuando el citoplasma aparecía ligeramente más oscuro que las 
neuronas no marcadas y el núcleo con un tono similar o ligeramente más débil. En caso de 
duda, las neuronas fueron clasificadas como débiles. La Figura 18 muestra un ejemplo de 
neurona fuertemente marcada frente a una débilmente marcada para GABA. 
 
 
Figura 18. Neurona fuertemente marcada frente a neurona débilmente marcada para GABA en 









El aspecto general de la distribución de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas 
concuerda con las descripciones anteriormente realizadas (Ottersen y Storm-Mathisen, 
1984; Ginestal y Matute, 1993). La mayoría de las células, sobre todo aquellas 
fuertemente marcadas, mostraban un pericarion de pequeño tamaño, con forma esferoidea 
u ovoide y eran más abundantes en las capas I y II del Vc. Muchas neuronas glicinérgicas 
eran similares en tamaño y forma en el Vp y en las capas más superficiales del Vip y del 
Vc. Otras células más grandes y polimórficas estaban presentes también en estas regiones 
aunque dominaban en las capas más profundas del Vip y del Vc. 
Las figuras 19 y 20 muestran la distribución de la inmunorreactividad para estos dos 





Figura 19. Panorámicas de los núcleos Vc, Vip, Vp y CxSS expresando las neuronas gabaérgicas. 
Barra de escala = 100 µm (aplicado a todas las microfotografías). 
 
 





Figura 20. Panorámicas de los núcleos Vc, Vip, Vp expresando las neuronas glicinérgicas. Barra de 
escala = 100 µm (aplicado a todas las microfotografías). 
 
La densidad numérica de las células que expresan GABA y/o glicina se representa en las 
tablas 8 a 11. La mayor densidad de neuronas gabaérgicas se encuentra en el Vc, 
concretamente en su región caudal, con un claro gradiente rostrocaudal creciente. 
Menores densidades de neuronas gabaérgicas se encontraron en el Vip y, sobre todo, en el 
Vp. En el caso de este último núcleo, este es cierto únicamente para las neuronas 
fuertemente marcadas, ya que existe una población de células débilmente marcadas que es 
muy numerosa con una prevalencia aproximadamente 6 veces superior a las neuronas 
fuertemente marcadas para GABA. Tras la corrección para el encogimiento del tejido (ver 
Materiales y Métodos), el número medio de neuronas fuertemente marcadas osciló entre 
960 para el Vp y 23.890 para el Vc, pasando por 8.340 para el Vip. Estos números 
suponen un 2,7%, el 14,5% y el 13,7% respectivamente del número total de neuronas de 
los núcleos trigeminales. Por su lado el número total de neuronas gabaérgicas (tanto las 
fuerte como las débilmente marcadas) tras la corrección para el encogimiento del tejido 
fue de 35.460 para el Vc, 15.950 para el Vip y de 10.220 para el Vp, lo que supone un 
21,56%, un 26,23% y un 28,95%  respectivamente del número total de neuronas para cada 




Vc Vip Vp CxSS 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPC3 
D 11,67 4,85 16,52 3,5 3,2 6,7 0,96 8,05 9,01 3,32 1,76 5,08 
I - - - 3,2 3,2 6,4 1,10 9,13 10,23 3,78 2,64 6,42 
UPC4 
D 6,54 2,65 9,19 - - - 0,75 7,36 8,11 2,51 2,62 5,13 
I 6,65 3,18 9,83 3,7 3,1 6,8 0,93 7,20 8,13 3,33 1,85 5,18 
UPC5 
D 7,29 3,61 10,90 - - - 0,56 7,42 7,98 3,35 2,47 5,82 
I 6,10 3,51 9,61 - - - 0,79 7,26 8,05 3,33 2,17 5,50 
UPC6 
D 6,52 2,50 9,02 - - - 0,62 6,53 7,15 3,09 2,41 5,50 
I 5,82 3,49 9,31 - - - 0,82 7,64 8,46 3,70 1,52 5,22 
UPC7 
D 5,65 2,76 8,41 - - - 0,91 8,29 9,20 3,55 2,09 5,64 
I 7,08 4,10 11,18 - - - 0,65 8,35 9,00 3,35 1,96 5,31 
UPC8 
D 8,04 4,02 12,06 - - - 0,75 6,50 7,25 2,97 3,11 6,08 
I 7,42 2,54 7,96 - - - 0,56 6,49 7,05 2,68 2,59 5,27 
est Nv
 
Mediaa 6,98 3,38 10,37 3,47 3,17 6,63 0,78 7,52 8,30 3,25 2,27 5,51 
CVa 0,33 0,23 0,30 0,073 0,018 0,031 0,24 0,10 0,11 0,13 0,16 0,10 
CEa 0,013 0,024  0,020 0,040  0,066 0,022  0,012 0,021  
est Nb 23,89 11,57 35,46 8,34 7,61 15,95 0,96 9,26 10,22  
 
Tabla 8. Estimación de las neuronas gabaérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino y en la CxSS. Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) y 








La mayor densidad de neuronas glicinérgicas se encuentra nuevamente en el Vc, y más 
concretamente en su región caudal, aunque a diferencia de lo que sucede con las neuronas 
gabaérgicas, no se objetiva un claro gradiente rostrocaudal. Las neuronas glicinérgicas 
fueron más numerosas que las gabaérgicas en todos los núcleos, incluyendo los diferentes 
niveles del Vc, con una densidad más homogénea entre ellos. Además las neuronas 
fuertemente marcadas fueron entre 1,5 y 3 veces más que las neuronas débilmente 
marcadas en todos los núcleos incluyendo el Vp. Las menores densidades de neuronas 
glicinérgicas se encontraron en el Vp, tanto para las neuronas fuertemente marcadas como 
para las que lo hacían de un modo más débil. Tras la corrección para el encogimiento del 
tejido (ver Materiales y Métodos), el número medio de neuronas fuertemente marcadas 
osciló entre 9.610 para el Vp y 36.970 para el Vc, pasando por 25.220 para el Vip. Estos 
números suponen el 22,5%, el 41,5% y el 27,2% respectivamente del número total de 
neuronas de los núcleos trigeminales. Por su lado el número total de neuronas 
glicinérgicas (tanto las fuerte como las débilmente marcadas) tras la corrección para el 
encogimiento del tejido fue de 49.630 para el Vc, 36.510 para el Vip y de 15.640 para el 
Vp, lo que supone un 30,2%, un 60,0% y un 44,3%  respectivamente del número total de 
neuronas para cada uno de los diferentes núcleos trigeminales. La estimación del número 
de neuronas glicinérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino queda recogida en la 
tabla 9. 
La comparativa entre las regiones caudal, intermedia y rostral del núcleo Vc mostró una 
clara mayor presencia de neuronas gabaérgicas en la región caudal del mismo con una 
densidad neuronas más del doble de la existente en las regiones más rostrales, tanto para 
las neuronas fuerte como para las débilmente marcadas. Antes de la corrección para el 
encogimiento del tejido la densidad de neuronas fuertemente marcadas fue de 11.190 
células / mm
3
 para las regiones más caudales del núcleo y tan solo de 4.680 células / mm
3
 
para las regiones más rostrales, con una densidad intermedia de 7.180 neuronas / mm
3
 
para las regiones intermedias. El número total de neuronas gabaérgicas también sigue un 
gradiente similar siendo la densidad neuronal de 16.130 células / mm
3
 para las regiones 
más caudales del núcleo, de 10.630 neuronas / mm
3
 para las regiones intermedias y de 
7.180 neuronas / mm
3
 para las regiones más rostrales. La estimación de la densidad de 
neuronas gabaérgicas en las distintas áreas del Vc se representa en la tabla 10. 
En lo referente a las neuronas glicinérgicas no se objetiva un gradiente rostrocaudal tan 
claro. La densidad de las neuronas fuertemente marcadas es de 11.460 / mm
3
 en las 
regiones más caudales y baja hasta 9.800 / mm
2
 en las regiones más rostrales. Por su lado 
la densidad de neuronas glicinérgicas tanto fuerte como débilmente marcadas es de 






 en las regiones más caudales y baja a 13.770 / mm
2
 en las regiones más 
rostrales. La estimación de la densidad de neuronas glicinérgicas en las distintas áreas del 
Vc se representa en la tabla 11. 
 
La figura 21 por su parte, esquematiza la densidad neuronal de las neuronas 
inmunorreactivas para GABA y glicina en los distintos núcleos del trigémino y para las 




Vc Vip Vp 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPC3 
D 11,1 4,8 15,9 11,1 4,9 16,0 7,4 5,2 12,6 
I 12,5 3,7 16,2 10,9 3,9 14,8 6,8 4,5 11,3 
UPC4 
D 10,1 3,0 13,1 9,6 5,2 14,8 6,8 5,0 11,8 
I 9,2 3,6 12,8 - - - 8,1 5,2 13,3 
UPC5 
D 10,4 3,6 14,0 - - - 8,3 4,7 12,9 
I 10,0 4,7 14,7 - - - 8,8 4,3 13,0 
UPC6 
D 12,1 2,3 14,4 - - - 8,6 5,6 14,2 
I 11,5 3,8 15,3 - - - 8,3 6,0 14,3 
UPC7 
D 12,0 3,2 15,2 - - - 9,7 4,2 13,9 
I 11,4 2,9 14,3 - - - 6,7 4,3 11,0 
UPC8 
D 8,1 3,1 11,2 - - - 6,2 4,1 10,3 
I 9,0 4,0 13,0 - - - 7,7 5,1 12,8 
est 
Nv 
Mediaa 10,8 3,7 14,6 10,5 4,7 15,2 7,8 4,9 12,8 
CVa 0,11 0,24 0,09 0,08 0,15 0,05 0,10 0,10 0,07 
CEa 0,012 0,036  0,014 0,005  0,033 0,026  
est Nb 36,97 12,66 49,63 25,22 11,29 36,51 9,61 6,03 15,64 
Tabla 9. Estimación de las neuronas glicinérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino. 
Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, 











Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPC3 D 16,80 8,10 24,90 11,80 5,30 17,10 8,50 2,70 11,20 
UPC4 
D 11,10 4,60 15,70 5,90 2,20 8,10 4,70 2,00 6,70 
I 7,70 3,40 11,10 9,30 3,60 12,90 4,20 3,50 7,70 
UPC5 
D 10,60 4,50 15,10 9,30 5,50 14,80 3,80 2,20 6,00 
I 9,48 5,38 14,86 - - - 4,01 3,25 7,26 
UPC6 D 13,70 4,40 18,10 5,70 2,10 7,80 3,60 1,80 5,40 
UPC7 
D 9,70 3,20 12,90 5,50 2,30 7,80 3,90 2,90 6,80 
I 13,00 7,60 20,60 5,40 3,40 8,80 5,20 2,60 7,80 
UPC8 I 8,60 3,30 11,90 4,50 3,20 7,70 4,20 1,60 5,80 
est 
Nv 
Mediaa 11,19 4,94 16,13 7,18 3,45 10,63 4,68 2,51 7,18 
CVa 0,25 0,36 0,27 0,36 0,38 0,35 0,32 0,26 0,24 
CEa 0,021 0,047  0,023 0,051  0,029 0,048  
Tabla 10. Estimación de las neuronas gabaérgicas en las distintas áreas del Vc del trigémino. 





Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPC3 
D 13,86 5,66 19,52 11,67 3,82 15,49 9,27 5,08 14,35 
I 13,95 2,32 16,27 11,42 2,85 14,27 12,79 4,65 17,44 
UPC4 I 9,89 3,60 13,49 _ _  8,74 3,74 12,48 
UPC5 D 11,02 4,02 15,04 10,79 4,86 15,65 9,51 2,49 12,00 
UPC6 D 8,63 5,58 14,21 6,77 5,98 12,75 8,99 5,50 14,49 
UPC7 
D _ _  10,50 1,40 11,90 9,45 3,45 12,90 
I 13,47 4,00 17,47 11,68 2,92 14,60 11,30 2,92 14,22 
UPC8 I 9,37 3,75 13,12 9,42 4,27 13,69 8,33 3,96 12,29 
est 
Nv 
Mediaa 11,46 4,13 15,59 10,32 3,73 14,05 9,80 3,97 13,77 
CVa 0,20 0,28 0,15 0,17 0,40 0,10 0,15 0,26 0,13 
CEa 0,019 0,043  0,024 0,045  0,027 0,049  
Tabla 11. Estimación de las neuronas glicinérgicas en las distintas áreas del Vc del trigémino. 
Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) para un volumen no corregido. D: lado derecho; I: lado 
izquierdo. 





Figura 21. Densidad numérica (media y desviación estándar) de las neuronas inmunorreactivas 
para GABA y glicina en los núcleos del trigémino. Se representan por separado las neuronas 
fuertemente marcadas (símbolos compacto) y las débilmente marcadas (símbolos vacíos). Las 
neuronas gabaérgicas en el Vc se incrementan significativamente desde el nivel rostral al 
intermedio y caudal. 
 
 




4.2.2 Análisis densitométrico 
El análisis densitométrico desarrollado sobre secciones ya utilizadas para la cuantificación 
mostró un 15% de solapamiento entre las neuronas fuertemente marcadas y las débilmente 
marcadas para GABA, mientras que prácticamente no existió solapamiento entre estas 
últimas y las clasificadas como no marcadas (figura 22). Aunque este pequeño 
solapamiento es tolerable, representa una sobreestimación ya que los valores obtenidos 
corresponden a los perfiles neuronales de 16 campos diferentes del Vc en ocho secciones 
de dos animales. Aunque los valores en la escala de grises fueron normalizados (ver 
Materiales y Métodos), el ruido introducido por la obtención de datos de muchas 
secciones diferentes es mayor que la incertidumbre que surge cuando se clasifican las 
células de una sección determinada. El aspecto general y la distribución de las neuronas 
gabaérgicas concuerdas con las descripciones anteriores (Ottersen y Storm-Mathisen, 
1984; Ginestal y Matute, 1993) 
 
Figura 22. Análisis densitométrico. Resultados medios del análisis densitométrico de un 
conjunto de perfiles celulares gabaérgicos o glicinérgicos en corte semifinos del Vc en dos ratas.  
Los valores de gris medidos en las células fueron normalizados utilizando la luminancia media a 
partir del lumen de los vasos sanguíneos en las mismas secciones (ver Materiales y Métodos). Se 
observó un gradiente continuo en la intensidad del marcado, que lleva a un moderado 
solapamiento entre las poblaciones de células clasificadas como fuertes y débiles. Sin embargo, 
apenas existió solapamiento entre las débilmente marcadas y las clasificadas como no marcadas. 
F= fuertemente marcadas, d= débilmente marcadas, no = no marcadas 




4.2.3 Distribución laminar de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas 
 
Tanto las neuronas gabaérgicas como glicinérgicas muestran una distribución irregular en 
los diferentes subnúcleos del trigémino, sin predisposición por ninguna zona de ellos. Esta 





Figura 23. Distribución laminar de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas en los diferentes 
subnúcleos del trigémino. Se representa la distribución de las neuronas fuertemente marcadas 
(gabaérgicas arriba y glicinérgicas abajo) en los núcleos Vp, Vip y Vc. En este último se indican las 















4.2.4 Colocalización neuronal de la expresión de GABA y glicina 
La coexistencia de GABA y glicina en la misma célula fue un hallazgo frecuente. 
Respecto a la intensidad de la expresión, se encontraron todas las posibles combinaciones: 
desde neuronas que expresaban únicamente una de las dos moléculas con una intensidad 
débil hasta neuronas que expresaban ambas de un modo fuerte. La figura 24 representa un 
ejemplo real de neuronas inmunorreactivas para GABA y glicina en secciones 
consecutivas reactivas del Vp y la figura 25 representa un diagrama de los núcleos Vc y 
Vp mostrando la localización de los somas neuronales y representa las diferentes 
combinaciones de expresión de GABA y glicina. En general, todas las neuronas 
fuertemente marcadas para GABA fueron pequeñas, sin importar la coexpresión o no de 
glicina. Por su parte las neuronas débilmente marcadas para GABA que coexpresaban 
glicina eran más grandes que aquellas que no la coexpresaban. 
La cuantificación de las neuronas marcadas con GABA y glicina de una forma grosera 
mediante cámara lúcida permite estimar alrededor de un 75% de neuronas marcadas en el 
Vp que coexpresan ambos marcadores, la mayoría de las cuales con una 
inmunorreactividad débil para GABA. En el núcleo Vc, el número de neuronas que 
expresan GABA y/o glicina en diferentes combinaciones se determinó de una forma más 
precisa y su contribución relativa y su contribución relativa a la población total de 
neuronas marcadas se representa en la figura 25. Alrededor del 48% de las neuronas 
estaban marcadas únicamente para GABA o para glicina, mientras que el 52% de las 
neuronas marcadas lo estaban para ambas sustancias en diferentes combinaciones de 
marcado. El 44% correspondían a neuronas fuertemente marcadas para GABA (con o sin 
coexpresión de glicina) mientras que existía una proporción similar de neuronas que 
estaban fuertemente marcadas para glicina (con o sin coexpresión de GABA). A lo largo 
de las diferentes regiones del Vc, las proporciones variaban sustancialmente ya que la 
proporción de neuronas gabaérgicas se incrementaba de forma relativa en dirección 
caudal mientras que las neuronas glicinérgicas presentaban una distribución más 
homogénea. Aparte de este gradiente, las células que coexpresaban GABA y glicina no 
exhibieron un patrón definido en su distribución en los diferentes grupos o regiones. 






Figura 24. Se representa un  ejemplo real de células inmunorreactivas en el Vp en dos secciones 
consecutivas reactivas para glicina y para GABA. La neurona marcada con una flecha muestra 
una inmunorreactividad fuerte para glicina y fuerte para GABA. La marcada con una estrella es 
fuerte para glicina y débil para GABA y lar marcadas con puntos muestras inmunorreactividad 
fuerte para glicina y no expresan GABA. 
 
 





Figura 25. Diagramas dibujados con cámara lúcida de los subnúcleos Vc y Vp del trigémino 
mostrando la localización de los somas neuronales en aquellas neuronas en las que el núcleo ha 
sido cortado transversalmente. Las células están representadas en un código de colores que 
representas las diferentes combinaciones de expresión de GABA y glicina. Cada forma coloreada 
corresponde a una sola neurona. D, dorsal; M, medial. 
 





Figura 26. Distribución de porcentajes de todas las neuronas inmunorreactivas, para las células 
que expresan diferentes grados de GABA y/o glicina en el Vc y en sus diferentes regiones. Las 
células fuerte y débilmente inmunorreactivas para GABA están representadas en un sombreado 
grueso y fino respectivamente. El área coloreada de gris representa las neuronas glicinérgicas 











4.2.5 Ausencia de GABA y glicina en las neuronas de proyección talámica 
El rastreo de neuronas de proyección talámica, es decir, marcadas con HRP que 
expresasen GABA y/o glicina no consiguió evidenciar ninguna de ellas con estas 
características en los dos animales estudiados. Estos resultados fueron negativos tanto 
para las neuronas gabaérgicas como para las glicinérgicas. 
Las neuronas de proyección talámica eran, por lo general, de mayor tamaño que las 
neuronas gabaérgicas y glicinérgicas que por lo general tienen un tamaño ligeramente 
menor. Estos resultados están de acuerdo con otros publicados anteriormente por otros 
autores (Di Figlia y Aronin, 1990; Haring et al., 1990). 
Las neuronas de proyección trigeminotalámica y las inmunorreactivas para GABA y 
glicina tienen una distribución claramente diferente. Por un lado las neuronas de 
proyección predominan claramente en el Vp, seguido muy de lejos por el Vip, las 
neuronas gabaérgicas y glicinérgicas están presentes en todos los núcleos, siendo 
particularmente abundantes en los núcleos trigeminales Vc y Vip.  
La figura 27 muestra dos secciones consecutivas del núcleo Vp en las que se ha realizado 
una inmunohistoquímica para GABA y un revelado de HRP. Se aprecia que las neuronas 
de proyección talámica no expresan GABA y que a las neuronas gabaérgicas no se 
transporta el HRP. 
Figura 27. Ausencia de GABA 
en las neuronas de 
proyección talámica. Se 
muestran dos secciones 
consecutivas del núcleo Vp. En 
la sección A se ha realizado 
una inmunohistoquímica para 
GABA y en ella se objetivan 
tres neuronas gabaérgicas 
(marcadas con una estrella). 
La imagen B muestra una 
neurona de proyección 
talámica (marcada con una 
flecha) demostrada por la 
presencia de HRP en su interior. Se comprueba que las neuronas gabaérgicas no coinciden con las 
neuronas de proyección talámica. 




4.3 DOLOR NEUROPÁTICO EXPERIMENTAL Y NÚCLEOS DEL TRIGÉMINO 
 
4.3.1 Respuesta de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas tras la CCI-IoN 
Los animales a los que se les había realizado una CCI-IoN presentaron dos fases 
claramente diferenciadas. La primera de ellas, de dos semanas de duración, destacaba por 
una clara anestesia a la exploración del área de vibrisas ipsilateral a la cirugía, del mismo 
modo a como ya se ha descrito en otros estudios (Christensen et al., 1999; Idänpää-
Heikkilä y  Guilbaud, 1999). Tras dos semanas de la cirugía, las ratas desarrollaron una 
hipersensibilidad a los estímulos mecánicos en el territorio del nervio ligado respecto al 
lado control. Sin embargo, y a diferencia de otros estudios publicados, estas ratas no 
mostraron un aumento paralelo de la respuesta a la estimulación del área de vibrisas 





Figura 28. Conducta algésica de los animales intervenidos mediante CCI. Se representa el lado 
control (siempre el derecho) frente al lado intervenido (siempre el izquierdo). La línea 
discontinua en azul representa el período de anestesia completa típica de los primeros 15 días 
tras la cirugía. 




La CCI-IoN provocó una disminución en la expresión de las neuronas gabaérgicas en el 
núcleo Vc del lado intervenido (izquierdo) a expensas de las neuronas fuertemente 
marcadas. Dicha disminución fue estadísticamente significativa (P<0,001) aunque dicho 
grado de significación no se obtuvo para el total de las neuronas, lo que hace suponer que 
las neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas tienen una menor inmunorreactividad 
para GABA que en condiciones basales y que estas neuronas son cuantificadas como 
neuronas débilmente marcadas. Si se estudian por separado las diferentes regiones del Vc, 
se comprueba que la disminución de las neuronas gabaérgicas se produce 
fundamentalmente a expensas de la región caudal, área del núcleo en la que también se 
objetiva una reducción del conjunto de neuronas gabaérgicas y no sólo de las fuertemente 
marcadas. Para ambas variables se obtiene una disminución estadísticamente significativa 
con P<0,001. Para el resto de regiones del Vc no se obtiene significación estadística para 
el descenso de las neuronas fuertemente marcadas ni para el conjunto de ellas. 
En la CxSS contralateral, la correspondiente al lado intervenido, se observa una 
disminución estadísticamente significativa (P<0,05) de las neuronas fuertemente 
marcadas y un claro aumento de las débilmente marcadas lo que lleva a pensar que 
algunas neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas tienen una menor inmunorreactividad 
para GABA tras la CCI-IoN que en condiciones basales y que son cuantificadas como 
neuronas débilmente marcadas. 
El estudio de los lados control (núcleo Vc contralateral y CxSS ipsilateral a la cirugía) no 
mostró diferencias estadísticamente significativas respecto a los animales no intervenidos 
para ninguna de las variables estudiadas. 
Las tablas 12 y 13 muestran una estimación de las neuronas gabaérgicas en el Vc y sus 
distintas regiones y en la CxSS tras la realización de una CCI. Por su parte la figura 29 
















Vc (Izquierdo) CxSS (Derecha) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 3,97 3,42 7,39 1,92 1,63 3,55 
UPI6 5,24 3,76 9,00 3,23 3,30 6,53 
UPI7 5,33 3,36 8,69 3,12 5,32 8,44 
UPI8 5,37 5,04 10,41 2,36 3,09 5,45 
est Nv 
Mediaa 4,98 3,90 8,87 2,66 3,34 5,99 
CVa 0,13 0,20 0,14 0,23 0,45 0,34 
CEa 0,012 0,020  0,012 0,021  
est Nb 17,05 13,35 30,40    
% Var
 
-28,6% +15,4% -14,5% -18,2% +47,1% +8,7% 
LADO CONTROL 
Vc (Derecho) CxSS (Izquierda) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 5,31 2,86 8,17 3,03 2,19 5,22 
UPI6 7,39 4,15 11,54 _ _ _ 
UPI7 6,50 4,60 11,10 3,43 2,83 6,25 
UPI8 6,48 5,16 11,64 3,76 4,31 8,47 
est Nv 
Mediaa 6,42 4,19 10,61 3,41 3,24 6,65 
CVa 0,13 0,23 0,15 0,11 0,40 0,25 
CEa 0,015 0,021  0,011 0,018  
est Nb
 
21,98 13,34 36,32  
Tabla 12. Estimación de las neuronas gabaérgicas en el Vc y en la CxSS tras la realización de una 
CCI. Se representan por separado el lado control y el intervenido. Densidad numérica (Nv, en 
miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, y corregidob, para el 













Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 5,38 4,73 10,11 7,33 1,63 8,96 3,94 2,95 6,89 
UPI6 6,07 4,99 11,06 7,46 4,42 11,88 3,19 2,59 5,78 
UPI7 6,86 4,80 11,66 4,13 2,22 6,35 5,07 3,12 8,19 
UPI8 5,88 6,16 12,04 5,41 3,83 9,24 5,05 5,49 10,54 
est Nv 
Media 6,05 5,17 11,22 6,08 3,03 9,11 4,31 3,54 7,85 
CV 0,6 0,7 0,8 1,6 1,3 2,3 0,9 1,3 2,0 
CE 0,023 0,046  0,019 0,031  0,024 0,037  
% Var -45,9% 4,66% -30,4% -15,3% -12,2% -14,3% -7,9% 41,0% 9,33% 
LADO 
CONTROL 
Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 6,38 7,88 14,26 3,43 3,19 6,62 3,76 2,32 6,08 
UPI6 10,12 3,89 14,01 7,33 1,63 8,96 5,21 2,64 7,85 
UPI7 6,62 5,84 12,46 10,94 3,18 14,12 5,62 4,84 10,46 
UPI8 8,56 5,14 13,70 8,56 3,11 11,67 4,39 4,04 8,43 
est Nv 
Media 7,92 6,09 14,01 7,57 2,96 10,53 4,75 3,46 8,21 
CV 0,22 0,28 0,08 0,41 0,32 0,32 0,18 0,34 0,22 
CE 0,024 0,043  0,021 0,033  0,025 0,034  
Tabla 13. Estimación de las neuronas gabaérgicas en las diferentes regiones del núcleo Vc tras 
la realización de una CCI. Se representan por separado el lado control y el intervenido. Densidad 










Figura 29. Respuesta de las neuronas gabaérgicas de los núcleos del trigémino y de la 
corteza cerebral tras la realización de una CCI. Se aprecia un claro descenso en el 
número de neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas en el Vc ipsilateral a la CCI (P<0,001), 
pero no para el número total de neuronas. Respecto a las diferentes áreas del núcleo Vc se 
comprueba que el descenso más importante tiene lugar en la región caudal, mientras que esta 
disminución no es significativa para el nivel intermedio ni el rostral. También se objetiva una 
disminución significativa (P<0,05) en la cuantificación de neuronas gabaérgicas fuertemente 
marcadas para la CxSS contralateral a la CCI. El lado control de los animales intervenidos (Vc 
derecho y CxSS izquierda) no muestran diferencias respecto a los animales controles. Los 
asteriscos indican el grado de significación estadística (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; NS: no 
significativo).  La fila superior indica la significación estadística para el número total de neuronas 
gabaérgicas mientras que la fila inferior indica la significación estadística de las neuronas 
fuertemente marcadas. 
 




Respecto a las neuronas glicinérgicas, la CCI-IoN provocó una disminución 
estadísticamente significativa (P<0,05) en el núcleo Vc del lado intervenido (izquierdo) 
que se evidenció tanto para las neuronas fuertemente marcadas como para el conjunto de 
neuronas glicinérgicas. Esta reducción fue similar en las diferentes regiones del Vc, no 
observándose el gradiente rostrocaudal que se objetivó en las neuronas gabaérgicas. El 
hecho de que el número de neuronas analizadas sea inferior al estudiar cada uno de estas 
áreas por separado que al estudiar el núcleo Vc en su conjunto hace que las tendencias de 
descenso de neuronas glicinérgicas no alcance significación estadística (P>0,05) 
El estudio del lado control, el núcleo Vc contralateral a la CCI, no mostró diferencias 
estadísticamente significativas respecto a los animales no intervenidos ni para las 
neuronas glicinérgicas fuertemente marcadas ni para el conjunto de las neuronas 
glicinérgicas (P>0,05). 
La tabla 14 muestra una estimación de las neuronas glicinérgicas en el Vc y en sus 
distintas regiones tras la realización de una CCI, tanto para el lado control como para el 
lado intervenido. Por su parte, la figura 30 muestra la variación de estas estructuras 






Vc Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 10,60 3,20 13,80 - - - - - - - - - 
UPI6 8,80 3,50 12,30 6,38 5,72 12,10 10,94 3,20 14,14 9,11 3,25 12,36 
UPI7 9,40 4,30 13,70 12,06 2,78 14,84 10,48 2,83 13,31 9,31 6,63 15,94 
UPI8 8,90 4,50 13,40 10,68 2,86 13,54 7,96 3,94 11,90 8,46 5,25 13,71 
est Nv 
Mediaa 9,43 3,88 13,30 9,71 3,79 13,49 9,79 3,32 13,12 8,96 5,04 14,00 
CVa 0,087 0,161 0,051 0,10 0,13 0,08 0,26 0,43 0,25 0,21 0,37 0,26 
CEa 0,014 0,031  0,025 0,053  0,022 0,038  0,029 0,046  
Est Nb 32,28 13,28 45,56          
% Var -12,7% +4,8% -8,9% -15,3% -8,2% -13,5% -5,1% -11,0% -6,6% -8,6% +27,0% +1,7% 
LADO 
CONTROL 
Vc Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPI3 11,3 3,1 14,40 - - - - - - - - - 
UPI6 8,40 4,20 12,60 8,73 4,26 12,99 9,04 3,59 12,63 9,81 3,70 13,51 
UPI7 10,60 3,80 14,40 12,42 4,21 16,63 11,47 4,09 15,56 8,27 4,83 13,10 
UPI8 10,00 4,50 14,50 9,56 6,14 15,70 9,56 4,11 13,67 10,44 3,96 14,40 
est Nv 
Mediaa 10,08 3,90 13,98 10,24 4,87 15,11 10,02 3,93 13,95 9,51 4,16 13,67 
CVa 0,123 0,155 0,065 0,22 0,28 0,08 0,41 0,32 0,32 0,18 0,34 0,22 
CEa 0,013 0,029  0,023 0,047  0,019 0,033  0,026 0,041  
Est Nb 34,50 13,35 47,85  
Tabla 14. Estimación de las neuronas glicinérgicas en el núcleo Vc y en sus diferentes regiones tras la realización de CCI. Se representan por 
separado el lado control y el intervenido. Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, y 
corregidob, para el encogimiento del tejido. % Var: porcentaje de variación respecto al grupo control. 





Figura 30. Respuesta de las neuronas glicinérgicas de los núcleos del trigémino tras la 
realización de una CCI. Se aprecia una disminución en el número de neuronas glicinérgicas 
fuertemente marcadas y en el número total de neuronas glicinérgicas en el Vc (P<0,05). Respecto 
a las diferentes áreas del núcleo Vc estudiadas no se consigue obtener un descenso 
estadísticamente significativo para ninguna de ellas, aunque sí una tendencia de disminución del 
número total de neuronas glicinérgicas y de aquellas fuertemente marcadas. El lado control de 
los animales intervenidos (Vc derecho) no muestra diferencias respecto a los animales controles. 
Los asteriscos indican el grado de significación estadística (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; NS: 
no significativo).  La fila superior indica la significación estadística para el número total de 
neuronas glicinérgicas mientras que la fila inferior indica la significación estadística de las 










4.3.2 Respuesta de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas a la administración de 
GBP 
La administración de GBP produce una clara disminución en la expresión de neuronas 
gabaérgicas y glicinérgicas en los diferentes núcleos del trigémino estudiados mientras 
que estos cambios no se reproducen en la CxSS. Estas modificaciones pueden apreciarse a 
la simple inspección óptica como queda patente en las figuras 31 a 34. 
La densidad numérica de las células que expresan GABA y/o glicina se representa en las 
tablas 15 a 18. La mayor densidad de neuronas gabaérgicas tras la administración de GBP 
continúa encontrándose en el Vc, sobre todo en su región caudal, aunque el gradiente 
rostrocaudal creciente deja de ser tan pronunciado como en los controles debido a que la 
región caudal es la que más se afecta tras la aplicación de la GBP y, por tanto, es en la que 
se produce una mayor disminución de neuronas gabaérgicas. La mayor variación de 
neuronas gabaérgicas se produce en el Vp con un descenso del 69,9% en las neuronas 
fuertemente marcadas. Un descenso menor se produce en el Vc, con el 47,9% y menor 
aún en el Vip con una variación del 26,4%. Por su parte, respecto a las diferentes áreas del 
Vc se produce un mayor descenso de la inmunorreactividad gabaérgica en la región 
caudal, con un descenso de las neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas en el 59,2%, 
el cual disminuye al 46,9% en la región intermedia del Vc y al 33,4% en las regiones más 
rostrales, las cuales corresponden a una menor expresión de neuronas gabaérgicas. 
 
 
Figura 31. Inmunohistoquímica para GABA en el Vc. Se observa una clara disminución del 
marcaje neuronal en aquellos animales tratados con GBP respecto a los animales controles. 
Barra de escala = 100 µm. 
 






Figura 32. Inmunohistoquímica para GABA en el Vp. Se observa una clara disminución del 
marcaje neuronal en aquellos animales tratados con GBP respecto a los animales controles. 
Tras la corrección para el encogimiento del tejido (ver Materiales y Métodos), el número 
medio de neuronas fuertemente marcadas osciló entre 960 para el Vp y 23.890 para el Vc, 
pasando por 8.340 para el Vip. Estos números suponen un 2,7%, el 14,5% y el 13,7% 
respectivamente del número total de neuronas de los núcleos trigeminales. Por su lado el 
número total de neuronas gabaérgicas (tanto las fuerte como las débilmente marcadas) tras 
la corrección para el encogimiento del tejido fue de 35.460 para el Vc, 15.950 para el Vip 
y de 10.220 para el Vp, lo que supone un 21,56%, un 26,23% y un 28,95%  
respectivamente del número total de neuronas para cada uno de los diferentes núcleos 
trigeminales. Todos los descensos en las neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas y en 
su número total fueron estadísticamente significativas en todos los núcleos del trigémino, 
así como las distintas divisiones del Vc a excepción del descenso del total de neuronas 
gabaérgicas en la división rostral del Vc. En la corteza cerebral no se produjo un descenso 
significativo en las neuronas gabaérgicas, ni en lo referente a las fuertemente marcadas ni 
al conjunto de ellas.  
 
 





Figura 33. Inmunohistoquímica para GABA en la corteza cerebral. No se evidencia una clara 
disminución de la inmunorreactividad para GABA tras la administración de GBP. 
Respecto a las neuronas glicinérgicas, su mayor densidad sigue encontrándose en el Vc, 
sin el claro gradiente rostrocaudal que se apreciaba para las neuronas gabaérgicas. Esta 
densidad neuronal se sigue de la encontrada en el Vip y posteriormente por la del Vp. La 
mayor variación de neuronas glicinérgicas se produce en el Vip con un descenso del 
40,8% en el número total de neuronas, que se produce a expensas de las fuertemente 
marcadas. Descensos algo menores se evidencian en el Vp y en el Vc, a expensas de las 
fuertemente marcadas en el primer caso y de las dos en el segundo. Por su parte, respecto 
a las diferentes áreas del Vc no se produce un claro gradiente rostrocaudal en el descenso 
de la inmunorreactividad glicinérgica. La tabla 16 recoge la estimación de las neuronas 
glicinérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino tras la administración de GBP. 
Todos los descensos en el número de neuronas fuertemente marcadas y para el total de 
ellas fueron estadísticamente significativos. 
La figura 37 muestra la ausencia de diferencia en la inmunorreactividad gabaérgica del 
neuropilo entre los animales controles y los tratados con gabapentina. 
 





Figura 34. Inmunohistoquímica para glicina en el Vip. Se observa una clara disminución del 





Vc Vip Vp CxSS 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPG1 
D 3,48 4,29 7,77 2,04 2,79 4,83 0,37 6,95 7,32 2,73 2,73 5,46 
I 3,64 4,11 7,75 2,14 3,16 5,20 0,25 7,54 7,79 3,14 3,08 3,22 
UPG2 
D 2,89 4,17 7,06 - - - 0,37 6,07 6,44 2,45 2,78 5,23 
I 3,00 4,34 7,34 - - - 0,19 5,69 5,88 1,80 2,02 3,82 
UPG3 
D 3,79 2,54 6,33 - - - 0,05 3,99 4,04 3,60 1,65 5,25 
I 2,42 3,45 5,87 1,86 3,18 5,04 0,18 4,10 4,27 3,48 2,23 5,70 
UPG4 
D 3,15 2,34 5,49 - - - 0,13 5,05 5,18 3,43 2,69 6,12 
I 6,59 3,10 9,69 - - - 0,23 4,77 5,00 3,08 2,66 5,74 
UPG5 
D 4,70 2,67 7,36 - - - 0,38 4,34 4,72 3,40 2,04 5,43 
I 3,96 3,87 7,83 - - - 0,19 5,34 5,53 3,70 2,76 6,46 
UPG6 
D 2,36 3,01 5,37 - - - 0,16 6,30 6,46 3,77 1,69 5,46 
I - - - - - - 0,24 4,86 5,11 3,30 2,22 5,52 
est Nv 
Mediaa 3,64 3,44 7,08 2,01 3,01 5,02 0,24 5,42 5,66 3,16 2,38 5,54 
CVa 0,33 0,22 0,18 0,07 0,06 0,04 0,47 0,21 0,21 0,18 0,20 0,12 
CEa 0,014 0,026  0,021 0,046  0,071 0,027  0,016 0,027  
est Nb 12,46 11,78 24,24 4,83 7,23 12,06 0,30 6,68 6,98    
% Var -47,9% +1,6% -31,7% -26,4% -13,1% -24,2% -69,9% -28,0% -32,0% -1,7% +5,5% +1,1% 
Tabla 15. Estimación de las neuronas gabaérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino y en la CxSS tras la administración de GBP. 
Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, y corregidob, para el encogimiento del tejido. % 
Var: porcentaje de variación respecto al grupo control. 
 




Tabla 16. Estimación de las neuronas glicinérgicas en los núcleos sensoriales del trigémino tras 
la administración de GBP. Densidad numérica (Nv, en miles/mm
3) y número total de neuronas 
(N, en miles). No corregidoa, y corregidob, para el encogimiento del tejido. % Var: porcentaje de 











Vc Vip Vp 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPG1 
D 9,1 3,9 13,0 5,1 3,6 8,7 3,0 5,6 8,6 
I _ _ _ 4,5 5,9 10,5 _ _ _ 
UPG2 
D 6,7 3,6 10,3 4,4 3,5 7,9 4,0 5,6 9,6 
I 6,3 3,1 9,4 - - - 2,8 4,9 7,7 
UPG3 
D 7,8 2,6 10,4 - - - 3,5 3,7 7,2 
I 7,0 3,5 10,5 - - - 3,3 4,1 7,4 
UPG4 
D 6,4 2,5 8,9 - - - 4,0 4,1 8,1 
I 7,6 3,0 10,6 - - - 3,5 3,8 7,3 
UPG5 
D 5,9 2,9 8,8 - - - 3,0 4,7 7,7 
I 6,1 2,8 8,9 - - - 3,7 3,8 7,5 
UPG6 
D 7,3 3,7 11,0 - - - 2,2 4,7 6,9 
I 6,8 3,1 9,9 - - - 2,1 5,3 7,4 
est Nv 
Mediaa 7,0 3,2 10,2 4,7 4,3 9,0 3,2 4,6 8,0 
CVa 0,15 0,15 0,17 0,08 0,32 0,14 0,14 0,19 0,12 
CEa 0,013 0,029  0,017 0,011  0,031 0,023  
est Nb 23,96 10,95 34,92 11,29 10,33 21,62 3,64 5,66 9,61 
% Var -35,2% -13,5% -30,1% -55,2% -8,5% -40,8% -58,9% -6,1% -37,5% 





Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPG1 
D 4,70 4,70 9,40 _ _ 0,00 3,10 3,80 6,90 
I 4,84 6,74 11,58 4,16 4,48 8,64 3,13 3,81 6,94 
UPG2 
D 3,49 5,34 8,83 3,61 5,02 8,63 2,08 2,95 5,03 
I 2,73 3,76 6,49 2,69 3,54 6,23 3,37 5,16 8,53 
UPG3 
D 5,48 3,49 8,97 4,96 2,54 7,50 2,59 1,89 4,48 
I 2,63 3,64 6,27 2,71 3,46 6,17 1,62 3,04 4,66 
UPG4 I 8,63 3,08 11,71 6,38 3,00 9,38 5,75 3,18 8,93 
UPG5 
D 6,88 3,81 10,69 3,35 2,19 5,54 4,32 2,52 6,84 
I 3,90 5,14 9,04 4,08 4,55 8,63 2,08 3,06 5,14 
UPG6 D 2,38 2,16 4,54 2,38 3,30 5,68 2,33 3,23 5,56 
est Nv 
Media 4,57 4,19 8,75 3,81 3,56 7,38 3,12 3,27 6,38 
CV 0,24 0,31 0,21 0,25 0,31 0,49 0,17 0,37 0,26 
CE 0,022 0,043  0,022 0,046  0,025 0,042  
% Var -59,2% -15,3% -45,7% -46,9% 3,3% -30,6% -33,4% 30,4% -11,2% 
Tabla 17. Estimación de las neuronas gabaérgicas en las distintas áreas del Vc del trigémino 
tras la administración de GBP. Densidad numérica (Nv, en miles/mm
3) para un volumen no 




















Vc(c) Vc(i) Vc(r) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPG1 D 10,23 4,47 14,70 12,49 3,18 15,67 6,10 4,01 10,11 
UPG2 
D 6,48 3,84 10,32 7,01 3,78 10,79 6,66 3,33 9,99 
I 5,76 3,10 8,86 6,85 3,27 10,12 6,15 3,07 9,22 
UPG3 
D 9,32 3,11 12,43 7,67 2,24 9,91 7,48 2,76 10,24 
I 6,74 4,21 10,95 7,69 3,14 10,83 6,63 3,36 9,99 
UPG4 I 6,37 2,06 8,43 6,31 2,66 8,97 9,38 3,94 13,32 
UPG5 
D 6,57 3,75 10,32 5,29 2,09 7,38 6,09 3,17 9,26 
I 6,56 2,42 8,98 7,38 3,61 10,99 4,97 2,35 7,32 
est 
Nv 
Media 7,25 3,37 10,62 7,59 3,00 10,58 6,68 3,25 9,93 
CV 0,27 0,19 0,21 0,31 0,19 0,23 0,08 0,14 0,04 
CE 0,016 0,039  0,026 0,042  0,022 0,043  
% Var -36,7% -18,4% -31,8% -26,5% -19,6% -24,7% -31,8% -18,2% -27,9% 
Tabla 18. Estimación de las neuronas glicinérgicas en las distintas áreas del Vc del trigémino 
tras la administración de GBP. Densidad numérica (Nv, en miles/mm
3) para un volumen no 
















Figura 35. Respuesta de las neuronas gabaérgicas de los núcleos del trigémino y de la corteza 
cerebral tras la inyección de GBP. Se aprecia un claro descenso en el número de neuronas 
gabaérgicas fuertemente marcadas y el total de ellas para todos los núcleos del trigémino. 
Respecto a las diferentes regiones del núcleo Vc se comprueba que el mayor descenso tiene 
lugar en los niveles más caudales, para ser un descenso menor en los niveles intermedios y 
apenas evidenciarse descenso en la inmunorreactividad para GABA en la región más rostral. De 
hecho en esta región sólo se evidencia un descenso significativo de las neuronas fuertemente 
marcadas no apreciándose significación estadística para el descenso en el número total de 
neuronas. Los asteriscos indican el grado de significación estadística (* P<0,05; ** P<0,01; *** 
P<0,001; NS: no significativo).  La fila superior indica la significación estadística para el número 
total de neuronas gabaérgicas mientras que la fila inferior indica la significación estadística de las 
neuronas fuertemente marcadas. No se objetiva un descenso de las neuronas gabaérgicas de la 
corteza cerebral tras la administración de GBP. 





Figura 36. Respuesta de las neuronas glicinérgicas de los núcleos del trigémino tras la inyección 
de GBP. Se aprecia un claro descenso en el número de neuronas glicinérgicas fuertemente 
marcadas y el total de ellas para todos los núcleos del trigémino. Respecto a las diferentes 
regiones del núcleo Vc se comprueba un descenso similar en todos los niveles a diferencia de lo 
que sucedía en con la inmunorreactividad gabaérgica. Los asteriscos indican el grado de 
significación estadística (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; NS: no significativo). La fila superior 
indica la significación estadística para el número total de neuronas glicinérgicas mientras que la 











Figura 37. Comparación del neuropilo entre los animales controles y los animales tratados con 





















4.3.3 Respuesta de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas tras la CCI-IoN y 
administración de GBP 
El comportamiento nociceptivo de las ratas a las que se realiza una CCI-IoN y se les 
administra GBP es muy similar al de los animales a los que no se les administra este 
fármaco. En estos animales también se evidencia una marcada hipersensibilidad a los 
estímulos mecánicos en el territorio del nervio ligados respecto al lado control. El período 
inicial de anestesia también es similar al de los animales en los que únicamente se lleva a 
cabo la CCI y como ha sido publicado en otros estudios anteriormente Christensen et al., 
1999; Idänpää-Heikkilä y  Guilbaud, 1999). La figura 38 muestra la conducta algésica de 
estos animales. 
 
Figura 38. Conducta algésica de los animales intervenidos mediante CCI y tratados con GBP. Se 
representa el lado control (siempre el derecho) frente al lado intervenido (siempre el izquierdo). 
La línea discontinua en azul representa el período de anestesia completa típica de los primeros 
15 días tras la cirugía. Las flechas verdes representan los días en los que se administra la GBP. 
 
Tras la administración de GBP se observa una disminución en la expresión de neuronas 
gabaérgicas y glicinérgicas significativa (P<0,001) en el Vc, tanto en el lado intervenido 
como en el lado control. En ambos casos, esta disminución se produce para las neuronas 
fuertemente marcadas. 




En la CxSS no se evidencia ninguna reducción de las neuronas gabaérgicas ni para el total 
de neuronas ni para las neuronas fuertemente marcadas. Esta ausencia de modificación se 
mantiene tanto en el lado intervenido como en el lado control. 
Las tablas 19 y 20 muestran una estimación de las neuronas gabaérgicas en el Vc y sus 
distintas regiones y en la CxSS tras la realización de una CCI. Por su parte la figura 39 




Vc (Izquierdo) CxSS (Derecha) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPIG1 4,00 3,70 7,70 3,20 2,40 5,60 
UPIO1 3,30 3,10 6,40 2,90 2,10 5,00 
UPIO2 3,90 3,20 7,10 3,10 3,00 6,10 
est Nv 
Mediaa 3,73 3,33 7,07 3,07 2,50 5,57 
CVa 0,10 0,10 0,09 0,05 0,18 0,10 
CEa 0,016 0,024  0,010 0,016  
est Nb 12,80 11,40 24,17    
% Var
 
-46,6% -1,5% -31,8% -5,5% +10,1% +1,1% 
LADO CONTROL 
Vc (Derecho) CxSS (Izquierda) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPIG1 4,10 3,80 7,90 3,30 2,10 5,40 
UPIO1 3,20 2,90 6,10 3,00 2,50 5,50 
UPIO2 3,70 3,00 6,70 2,80 2,80 5,60 
est Nv 
Mediaa 3,67 3,23 6,90 3,03 2,47 5,50 
CVa 0,12 0,15 0,13 0,08 0,14 0,02 
CEa 0,018 0,028  0,016 0,024  
est Nb
 
12,56 11,06 23,62  
Tabla 19. Estimación de las neuronas gabaérgicas en el Vc y en la CxSS tras la realización de una 
CCI y administración de GBP. Se representan por separado el lado control y el intervenido. 
Densidad numérica (Nv, en miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, 
y corregidob, para el encogimiento del tejido. % Var: porcentaje de variación respecto al grupo 
control. 
 





Vc (Intervenido) Vc (Control) 
Fuertes Débiles Total Fuertes Débiles Total 
UPIG1 5,70 2,60 8,30 5,40 3,50 8,90 
UPIO1 7,30 3,40 10,70 7,40 3,30 10,70 
UPIO2 7,40 2,70 10,10 6,90 3,10 10,00 
est Nv 
Media 6,80 2,90 9,73 6,80 2,93 9,73 
CV 0,14 0,15 0,13 0,14 0,14 0,13 
CE 0,019 0,031  0,018 0,027  
est N
2
 23,28 9,92 33,20 23,28 10,03 33,31 
% Var
 
-37,0% -21,6% -33,3% -37,0% -20,8% -33,3% 
Tabla 20. Estimación de las neuronas glicinérgicas en el Vc tras la realización de una CCI y 
administración de GBP. Se representan por separado el lado control y el intervenido. Densidad 
numérica (Nv, en miles/mm3) y número total de neuronas (N, en miles). No corregidoa, y 




















Figura 39. Respuesta de las neuronas gabaérgicas y glicinérgicas de los núcleos del 
trigémino y en la corteza cerebral tras la realización de una CCI y la administración 
de GBP. Se aprecia una clara disminución en el número de neuronas gabaérgicas y 
glicinérgicas en el Vc, tanto para las neuronas fuertemente marcadas como para el total. 
Estos resultados son similares a los obtenidos únicamente al tratar con GBP. Los asteriscos 







































































































5.1 CONSIDERACIONES SOBRE MÉTODOS Y DISEÑOS UTILIZADOS 
 
5.1.1 Sobre los animales de experimentación 
Se han utilizado ratas adultas jóvenes, con una edad comprendida entre 3 y 4 meses. 
Existe una diferencia promedio de un mes en la edad en la que los animales son 
sacrificados entre los grupos en los que se desarrolla CCI y en los que no, debido a que 
tras el desarrollo de la cirugía, los animales deben mantenerse vivos durante un mes para 
llevar a cabo las exploraciones comentadas. 
Por otro lado, para evitar los cambios de comportamiento o un posible estrés provocados 
por la presencia de hembras en los períodos receptivos, se seleccionaron únicamente 
machos para este estudio. Además, con este hecho, también se evitaron las posibles 
interferencias del ciclo estral. 
 
5.1.2 Marcado de las neuronas de proyección trigeminotalámicas y 
trigeminocerebelosas 
La HRP es probablemente el trazador neuronal retrógrado no específico más fiable y 
disponible, del cual existe una amplia experiencia de utilización y una gran cantidad de 
trabajos publicados (Mesulam, 1978; Bermejo et al., 2003). No se examinó 
cuantitativamente si la contratinción con tionina de las secciones en las que se reveló la 
HRP pudiese interferir con el marcaje del trazador. Sin embargo, la inspección de series 
paralelas de HRP con y sin contratinción con tionina no mostraba una diferencia 
detectable en el marcado. Las mayores diferencias existentes en la expresión del trazador 
estaban en relación a la extensión y en la localización de la inyección. La amplia 
inyección realizada (dos inyecciones por tres alturas con 0,2 µl de solución en cada 
depósito) nos hace pensar que la inyección talámica cubrió todos los sitios de terminación 
de las fibras trigeminotalámicas. Es más difícil asegurar que las inyecciones en el cerebelo 
afectaron a todas las terminaciones trigeminocerebelosas, debido a que la distribución de 
las mismas es mayor. Sin embargo, existen dos hechos que llevan a pensar que esto sí fue 
así; por un lado, las inyecciones se distribuyeron a lo largo de todas las regiones corticales 
cerebelosas que se sabe reciben proyecciones desde el complejo trigeminal y, por otro 
lado, el trazador se liberó en las capas profundas del cerebelo, afectando presumiblemente 
a una gran cantidad de folias cerebelosas así como a las fibras aferentes procedentes del 
pedúnculo inferior cerebeloso. Se obtuvo una fuerte reacción para HRP a lo largo del todo 




el cerebelo, con la excepción de la región más lateral de los lóbulos y la región posterior 
del vermis, lo que augura un marcado casi completo de las proyecciones 
trigeminocerebelosas. 
 
5.1.3 Modelo de CCI-IoN 
El modelo de CCI utilizado está basado en el modelo clásico de Vos et al (1994). Este 
modelo se utilizó como una mera herramienta para estudiar la expresión de 
neurotransmisores inhibitorios y no para caracterizar sus propiedades o analizar con más 
detalle la conducta nociceptiva generada. No obstante, es preciso tener en cuenta que una 
serie de limitaciones pueden influir el desarrollo de dolor neuropático buscado y por tanto, 
es posible que también sobre la neurotransmisión inhibitoria consiguiente. Estas 
limitaciones serían las siguientes: 
- Número de ligaduras. Si bien el número de ligaduras utilizadas en el modelo 
clásico era de dos, otros modelos de dolor neuropático desarrollados en otros 
nervios utilizan más (Bennett y Xie, 1988). A diferencia de la técnica utilizada en 
esta Tesis Doctoral, estos modelos únicamente realizaban las ligaduras alrededor 
del IoN tratado de forma global y no diferenciando sus diferentes fascículos, como 
se ha realizado en esta Tesis. 
- Material utilizado en las ligaduras. Mientras que el modelo clásico tiende a 
utilizar catgut crómico como material de sutura, en esta Tesis se han realizado con 
seda trenzada. El catgut crómico no provoca únicamente una constricción del IoN 
sino también una ligera inflamación local (Stewart et al., 1990; Uff et al., 1995), 
con lo que no se pueden aislar los efectos de la constricción. En nuestro caso 
utilizamos seda trenzada en lugar de catgut crómico, de tal modo que los efectos 
neuropáticos obtenidos serían explicados exclusivamente por la compresión del 
nervio y se evitaría el componente de inflamación local de origen químico que 
aparece con otro tipo de materiales como el previamente descrito. 
En algunos de nuestros estudios piloto sin embargo utilizaremos catgut crómico; y 
en ellos observamos una serie de deficiencias respecto a los modelos de CCI-IoN 
realizados con seda trenzada, como una mayor dificultad para la realización de la 
ligadura, una duración menor de la respuesta algésica en los animales y la ausencia 
de diferencias marcadas entre el lado control y el lado intervenido. Además, al ser 
reabsorbibles, estas suturas no parecían mantenerse durante el mes de 
supervivencia de la rata, lo que daba lugar a una constricción difícilmente 
cuantificable. Los estudios piloto con polipropileno (Prolene®) no mostraron 




diferencias importantes respecto a la seda trenzada, por lo que finalmente se 
decidió utilizar esta última. 
- Presión de las ligaduras sobre el nervio. La presión ejercida sobre el IoN se 
realizó en base a los modelos anteriores (Bennett y Xie, 1988), según los cuales, 
intentaban reducir el diámetro del nervio hasta que la circulación superficial se 
retrasase pero no se ocluyese. Sin embargo, este grado de constricción óptimo es 
difícil de lograr por lo que es posible que hayan existido diferencias de presión no 
cuantificables entre nuestro modelo de CCI-IoN y los previamente descritos, así 
como entre los diferentes animales intervenidos en nuestro estudio. En definitiva, 
se trata de una variable difícilmente cuantificable y muy dependiente de la 
experiencia del cirujano. 
- Punto de colocación de las ligaduras. Si bien está claro que las ligaduras deben 
asentar en el IoN, no queda claro el punto exacto en el que estas deben colocarse. 
En nuestro caso, se colocó una primera ligadura en la región del nervio lo más 
proximal posible y otra en la región distal justo proximal a la división de los 
fascículos del nervio en las múltiples ramas destinadas a introducirse en la dermis 
y recoger la sensibilidad cutánea. 
- Ausencia de grupo control (“sham”). Otra de las limitaciones de la cirugía es la 
ausencia de un grupo control en el cual se desarrolle la misma cirugía sin 
desarrollar una constricción del nervio. Esto impide saber si los resultados en el 
comportamiento de los animales son debidos a la constricción del nervio o al resto 
de la intervención quirúrgica (apertura de la piel, separación del IoN del tejido 
conjuntivo circundante, fresado del hueso cigomático…). En cualquier caso, esas 
manipulaciones habrían contribuido presumiblemente al incremento de la 
respuesta nociceptiva. 
Otro de los puntos donde existen limitaciones es en la exploración de los animales. Si 
bien, el estudio de las respuestas evocadas se realizó siguiendo una rutina lo más similar 
posible entre una y otra exploración, no siempre es posible aislar a los animales del resto 
de influencias externas y realizar los mismos movimientos. Además, el estado de los 
animales no tiene por qué ser siempre el mismo antes de realizar una determinada 
exploración. Todo ello puede explicar las diferencias en los datos obtenidos en las 
exploraciones intra- e interanimales. 
La evaluación de los animales estudiados únicamente se centró en la retirada ante 
determinados estímulos para analizar el umbral algésico de los territorios explorados. Sin 
embargo, otros tipos de comportamientos como los actos de acicalamiento (“grooming”) 




facial, el descenso de la actividad exploratoria, el aumento del tiempo en actitudes 
inmóviles o la pérdida de peso no se analizaron de forma cuantitativa a pesar de haber 
sido descritos en otros modelos de dolor neuropático. 
En el modelo de CCI realizado en esta Tesis, se consigue una clara anestesia en las 
primeras dos semanas simulando al modelo clásico. Sin embargo, en la segunda fase, 
aunque se obtiene un claro descenso del umbral nociceptivo y una clara alodinia, los 
resultados parecen ser inferiores a los descritos en el modelo clásico, lo que permite 
cuestionar la ventaja aparente del uso de las ligaduras plurifasciculares. 
 
5.1.4 Tratamiento con GBP 
Las dosis empleadas y el modo de tratamiento de GBP están en consonancia con otros 
estudios en modelos animales de dolor (Back et al., 2004; Emmez et al., 2010). Sin 
embargo, estas dosis utilizadas en rata no son comparables a las utilizadas en humanos, ni 
en cuanto a la dosis diaria, ya que la dosis máxima en humanos es de 3.600 mg al día ni 
en cuanto a la duración del tratamiento, que es crónico (Backonja y Glanzman, 2003). Por 
ello, los resultados obtenidos en estos modelos animales tienen una utilidad limitada al 
extrapolar su utilidad en patologías con dolor neuropático en humanos. 
No exploramos los posibles efectos sedativos de la GBP sobre la actividad espontánea o 
inducida por estímulos. Aunque probables, no fueron suficientes para producir efectos 
obvios o a la mera observación. 
 
5.1.5 Inmunohistoquímica para GABA y glicina 
La elección de la inmunocitoquímica postinclusión en cortes semifinos se debió a que la 
penetración de los anticuerpos frente a GABA y glicina en este tejido fijado con 
glutaraldehído (Ottersen y Storm-Mathisen, 1984). En las secciones más gruesas, la 
escasa penetración de estos anticuerpos es una causa de un descenso de marcado en las 
zonas más internas del tejido y de un sesgo en la estimación del número de células 
(Avendaño, 2005). El marcaje neuronal mostró una gradación suave a lo largo de un 
amplio rango, sin claras separaciones entre las células levemente positivas y las células 
negativas, así como entre las células clasificadas como fuertemente inmunorreactivas y las 
débilmente inmunorreactivas. Rangos similares para la intensidad del marcaje de GABA y 
glicina se han descrito para los núcleos auditivos del tronco del encéfalo en ratas y monos 
(Moore et al., 1996; Riquelme et al., 2001). Las dificultades de cuantificación derivadas 




de este hecho se limitaron mediante dos estrategias diferentes: 1) relacionando la 
intensidad del marcaje con el rango real de una determinada preparación entre el máximo 
(obtenido de las células y el neuropilo de mayor intensidad de marcado) y el mínimo 
(obtenido del soma de las células gliales y de los somas y dendritas que eran negativas de 
un modo incuestionable), y 2) estableciendo unos criterios que pudiesen asignar las 
células a una escala cualitativa de un modo consistente y repetible y comprobados 
mediante un análisis densitométrico (ver Materiales y Métodos). 
Los anticuerpos utilizados son muy específicos para los respectivos aminoácidos en el 
tejido fijado con glutaraldehído (Matute y Streit, 1986; Spirou y Berrebi, 1997) 
asegurando una mínima, en caso de que exista, reactividad cruzada entre el GABA y la 
glicina. Esto está apoyado por el hecho de que existan algunas neuronas fuertemente 
positivas para GABA que son negativas para glicina y viceversa. Por lo tanto, incluso 
bajos niveles de inmunorreactividad para uno de los aminoácidos son indicativos de su 
presencia en estas células. Ya que el GABA juega un papel preferente como 
neurotransmisor, es probable que incluso un nivel bajo de inmunorreactividad para GABA 
revele la naturaleza gabaérgica de la célula. Sin embargo, un nivel bajo de 
inmunorreactividad para glicina podría simplemente reflejar la presencia de este 




5.1.6.1 Estudio morfométrico y de proyecciones 
Los métodos estereológicos utilizados en el estudio morfométrico y de proyecciones 
(estimador de Cavalieri y fraccionador óptico) son herramientas estadísticas y geométricas 
insesgadas y altamente eficientes, las cuales además nos permiten evaluar la precisión de 
las estimaciones obtenidas con ellas (Gundersen et al., 1988). Sin embargo, el material 
biológico procesado al cual son aplicadas generalmente contiene distorsiones espaciales 
importantes, las cuales se deben tener en cuenta a la hora de diseñar el protocolo de 
cuantificación y la obtención de los resultados (Avendaño, 1996; Blasco et al., 1999; 
Dorph-Petersen et al., 2001; Guillery, 2002). 
En nuestro material, existen tres causas principales que pueden provocar estas 
distorsiones, dos de las cuales se originan de las deformaciones anisotrópicas soportadas 
por el tejido tras el sacrificio y la perfusión de los animales y la preparación del tejido. 
Uno es el efecto de los diferentes fijadores y de las diferentes reacciones histoquímicas 




sobre las estimaciones del volumen. Se ha estimado que el volumen del tronco del 
encéfalo tras la perfusión-fijación, utilizando un 4% de paraformaldehído en búffer 
fosfato 0,1M y medido mediante desplazamiento de un volumen de agua, fue 
esencialmente el mismo que el volumen estimado mediante el método de Cavalieri en 
secciones seriadas de 50 µm de espesor obtenidas mediante vibratomo (Bermejo et al., 
2003). En contraste con esto, el protocolo de fijación utilizado en las ratas a las que se les 
inyectó HRP produjo un marcado encogimiento respecto a las secciones de Nissl. Este 
encogimiento se incrementó hasta un 30% en el tejido en el que se reveló la HRP y se 
contratiñó con tionina. Estas comparaciones en el encogimiento del tejido se recomienda 
realizarlas mediante las medidas del área ya que el encogimiento lineal es sustancialmente 
diferente a lo largo y a lo ancho de la dirección del corte. Por su lado, a lo largo del eje 
rostrocaudal no se detectaron diferencias, al menos para el tronco del encéfalo. 
El segundo problema surge de las medidas del espesor de las secciones y del 
encogimiento vertical de las secciones montadas, cuya contribución a los errores de 
cuantificación ha sido objeto de un renovado interés en los últimos años (Dorph-Petersen 
et al., 2001; Guillery, 2002). Las secciones cortadas tanto en vibratomo como en 
micrótomo de congelación muestran una variabilidad en el encogimiento en las distintas 
secciones. Además, estas secciones tienen superficies superiores o inferiores irregulares, 
las cuales son responsables de variaciones en el espesor de cada una de las secciones. El 
espesor medio de cada sección se obtuvo a partir de varias lecturas del “microcator”, 
enfocando los bordes superior e inferior del tejido con la lente de inmersión en diversas 
locaciones seleccionadas al azar del complejo trigeminal. Sin embargo, la deformación 
vertical irregular de las diferentes secciones hace que para un “cubo” del disector óptico 
introducido en el tejido, la altura real, que representa la altura de ese cubo, sea mayor en 
un corte que esté más encogido que en uno que no lo esté. Para compensar esta variación, 
Dorph-Petersen et al. (2001) propuso ponderar el espesor de las secciones individuales 
por el recuento del número de neuronas y usar la altura para computar la fracción de 
muestre de la altura. Nosotros hemos propuesto una variante menos exigente y de más 
fácil ejecución, con iguales efectos correctivos (Bermejo et al., 2003). 
El tercer problema resulta de las inconsistencias en el reconocimiento de las unidades de 
contaje.  Esta situación puede ser debida a un deficiente marcaje de Nissl o a la presencia 
de dificultades en el reconocimiento de los núcleos en las neuronas fuertemente marcadas 
para HRP, particularmente en áreas con densos agregados de células marcadas. Por otro 
lado, es posible que pequeñas neuronas escasamente teñidas para Nissl y no marcadas 
para HRP no se llegasen a identificar en zonas con acumulación de neuronas fuertemente 




marcadas. Esto podría ser una fuente de error en la cuantificación, aunque en caso de 
existir, sería pequeña. 
 
5.1.6.2 Cuantificación de interneuronas gabaérgicas y glicinérgicas 
El encogimiento del tejido derivado de la inclusión en resina fue importante para la 
estimación del número de neuronas utilizando el disector físico en pares de cortes 
semifinos. Como se describió en los resultados, este encogimiento se estimó en 12%, el 
cual se utilizó para corregir el número total de neuronas inmunorreactivas para GABA y/o 
glicina. Para estimar el encogimiento en este material, las mediciones de área se 
compararon entre las secciones obtenidas mediante vibratomo y las incluidas en resina. 
Otros cambios adicionales de las dimensiones, derivados de la perfusión de los animales y 
la fijación y la postfijación del tejido no fueron evaluadas y, por lo tanto, no se tuvieron 
en cuenta. En caso de existir, probablemente estos cambios serían de pequeña magnitud, 
ya que a la simple inspección visual de estos cerebros no se objetivó una diferencia 
apreciable con los cerebros fijados únicamente con paraformaldehído. 
Las medidas del espesor de los cortes semifinos son más difíciles de obtener que las de 
cortes más gruesos. Sin embargo, una estimación directa del espesor medio de una serie 
de secciones semifinas no es en realidad difícil de obtener (Gundersen, 1986) y puede 
eliminar la incertidumbre de lo que podría ser una fuente de error. Una serie de 100 
secciones de un bloque de resina, cortadas en nuestro ultramicrotomo con una cuchilla de 
cristal a un espesor nominal de 1µm, produjo un espesor total de 103 µm, medido 
mediante un microcator y utilizando una lente de 20X. 
El “ruido” introducido por el método de muestreo y cuantificación (estimada mediante el 
CE) representó una proporción razonablemente baja de la varianza total en la mayoría de 
los casos. Estos datos indican que la variabilidad observada entre los sujetos representa de 
forma bastante aproximada la variabilidad biológica real, con una escasa contribución de 
los errores de medida (West et al., 1991). 
 
5.2 NÚCLEOS SENSITIVOS TRIGEMINALES Y NÚMERO DE NEURONAS 
 
5.2.1 Volúmenes de los subnúcleos del complejo trigeminal 
A excepción de los datos publicados por nuestro grupo (Avendaño et al., 2005), que 
derivan buena parte del material utilizado en esta Tesis, no existen estudios sobre el 




tamaño y el número total de neuronas de los subnúcleos sensitivos del complejo 
trigeminal. A modo de comparación, el volumen del Vp, Vo y Vip se estimó también 
sobre los diagramas del atlas de Paxinos y Watson (1998) del cerebro de rata. Estos 
diagramas se basan fundamentalmente en secciones teñidas con Nissl y acetilcolinesterasa 
de cerebros congelados y no fijados de ratas Wistar adultas jóvenes. Los volúmenes 
estimados de este modo difieren ligeramente de los presentados en este estudio para el Vp 
(+8%) y moderadamente para Vo y Vip (-15% y +17% respectivamente), los cuales 
coinciden con los presentados anteriormente por nuestro grupo (Avendaño et al., 2005). 
La delineación del Vc es necesariamente arbitraria en su extremo caudal ya que este 
termina mezclándose con el asta posterior de la médula espinal en los segmentos 
cervicales superiores. Si bien no está claro el punto en el que termina el Vc, se conoce que 
al menos llega hasta el segmento C2 y que por debajo de este nivel las aferencias 
primarias del ganglio trigeminal son más escasas (Marfurt y Rajchert, 1991). 
 
5.2.2 Número total de neuronas 
Los resultados de nuestro estudio muestran que la densidad de neuronas en el Vp y en el 
Vip (alrededor de 25.000 y 22.000/mm
3
) es similar a la encontrada en los núcleos de los 
cordones posteriores (alrededor de 22.000 neuronas/mm
3
, Bermejo et al., 2003), 
estructuras consideradas como la primera estación de “relevo” y de procesamiento de la 
información mecanosensorial de todo el cuerpo a excepción de la de la cabeza. No 
obstante, ambas estructuras –el complejo trigeminal y los núcleos del cordón posterior- 
parecen tener funciones análogas en la recepción de la información sensitiva, y es lógico 
pensar que su organización debe ser similar. En el Vo se obtiene una densidad menor 
(13.300 neuronas/mm
3
) y en el Vc mayor (42.000 neuronas/mm
3
), diferencias que pueden 
ser fácilmente apreciables a la simple inspección visual. 
 
5.2.3 Neuronas de proyección trigeminotalámica y trigeminocerebelosa 
Respecto a la cuantificación de neuronas, existen algunos estudios que aportan algunos 
datos aunque únicamente respecto a subpoblaciones de las neuronas de proyección. El 
número medio de neuronas trigeminotalámicas en un grupo de ratas Wistar adultas 
hembras se estimó en 8.000 en el Vp, 600 en el Vo, 2.000 en el Vip y 250 en el Vc tras 
varias inyecciones amplias de HRP que afectaron casi por completo el tálamo de un lado 
(Kemplay y Webster, 1989). Estos datos contrastan enormemente con los presentados en 
esta Tesis: 18.400 en el Vp, 2.000 en el Vo, 10.400 en el Vip y 2.600 en el Vc, siendo 




estos últimos muy superiores a los descritos con anterioridad. Debido a algunos de los 
graves sesgos en el procedimiento de cuantificación de los estudios anteriores, pensamos 
que los números presentados por Kemplay y Webster infraestiman en al menos tres veces 
el número de neuronas de proyección trigeminotalámica. Otras razones para explicar esta 
diferencia de resultados como inyecciones talámicas incompletas, un marcador retrógrado 
defectuoso o diferencias sustanciales en la delimitación de los núcleos trigeminales 
pueden ser descartadas como causas significativas, dadas las razonables descripciones y 
los diagramas presentados por los autores. El factor más importante radica en el proceso 
de cuantificación en sí mismo. Para cuantificar el número de neuronas, Kemplay y 
Webster dibujaron en un papel el número de neuronas marcadas que encontraron en una 
de cada cuatro secciones congeladas y cortadas a 60 µm de grosor, aplicando el factor de 
corrección de Abercrombie. Este procedimiento depende enormemente de la 
magnificación utilizada y de los criterios aplicados para marcas las células como 
positivas, hechos que los autores no comentan. Las neuronas débilmente marcadas pueden 
ser difíciles de reconocer y no tenerse en cuenta en la cuantificación cuando se visualizan 
con objetivos por debajo de 40X, que son generalmente los que se utilizan para dibujar las 
células en un papel. Además, se puede producir una infraestimación sustancial si sólo se 
seleccionan las neuronas aparentemente “completas” para ser dibujadas y se introducen 
otros factores de corrección para la cuantificación.  
Los datos presentados por nuestro grupo se aproximan más a los de otro estudio anterior 
en el que se realizan inyecciones iontoforéticas más pequeñas en el Vp, y se encuentran 
alrededor de 20.000 neuronas marcadas en el Vp y 3.700 neuronas en el Vip (Mantle-St 
John y Tracey, 1987). Además, en otro estudio, se marcaron retrógradamente alrededor de 
17.400 neuronas en el Vp mediante una amplia inyección con diamidino yellow en el 
tálamo en una única rata Sprague-Dawley (Bruce et al., 1987). En ninguno de estos 
estudios se explica el método de cuantificación con suficiente detalle, ni se introdujeron 
correcciones para la sobre- o la infraestimación. 
El trabajo de Kemplay y Webster (1989) también cuantifica las neuronas de proyección 
talámica de los núcleos de los cordones posteriores grácil y cuneatus obteniendo unos 
resultados muy inferiores a los de Mantle-St. John y Tracey (1987) y a los publicados por 
nuestro grupo utilizando métodos estereológicos (Bermejo et al., 2003). Además, los 
datos aportados por Kemplay y Webster sugieren que las densidades neuronales en los 
núcleos de los cordones posteriores serían inferiores a las posteriormente descritas en 
otros estudios realizados en gatos para las mismas estructuras (Heino y Westman, 1991; 
Avendaño y Dykes, 1996). En comparación a los valores obtenidos en gato, nuestros 




datos son consistentes con la proporcionalidad entre la densidad neuronal y la inversa de 
la raíz cúbica del volumen cerebral (Braitenberg, 2001). 
Respecto a las neuronas de proyección trigeminocerebelosa, éstas se encuentran 
distribuidas a lo largo de todos los subnúcleos del trigémino, aunque de un modo 
heterogéneo. La mayor cantidad de estas neuronas se localiza en el Vip, donde alcanzan 
una densidad de 1.300/mm
3
 (3.600 neuronas) y en el Vp, con una densidad de 1.640/mm
3
 
(2.300 neuronas). En este último núcleo se observa una clara diferencia entre la región 
posterodorsal que incluye la mayoría de las neuronas (1.940 neuronas) respecto a la Vpv, 
en la que únicamente se cuantifican 370 neuronas de media. Los subnúcleos Vc y Vo 





 respectivamente). Diferencias cualitativamente similares en las proyecciones al 
cerebelo entre los distintos subnúcleos del trigémino ya habían sido descritas con 
anterioridad aunque destaca la ausencia de datos cuantitativos (Steindler 1985; Falls et al., 
1990; Yatim et al., 1996). 
Las neuronas de proyección talámica parecen ser claramente diferentes de las de 
proyección cerebelosa, de hecho, son diferentes en cuanto a su localización, como se ha 
comentado en el Vp y suelen ser de diferentes tamaños. Concretamente, las neuronas de 
proyección trigeminocerebelosa son sensiblemente más grandes que las de proyección 
trigeminotalámica. Sin embargo, existe una proporción de neuronas que proyectan de 
forma simultánea al tálamo contralateral y al cerebelo (Matsushita et al., 1982; Steindler, 
1985; Patrick y Robinson, 1987) para las que escasean los datos cuantitativos al respecto 
y que parecen estar presentes en un número muy escaso. Estos hallazgos son similares a 
los ya presentados en los núcleos de los cordones posteriores (Bermejo et al., 2003), en 
los que las neuronas de proyección talámica difieren de las que proyectan al cerebelo y 
son sensiblemente más pequeñas. 
 
5.2.4 Expresión de GABA y glicina en el complejo sensitivo trigeminal 
Al igual que otras regiones espinales y del tronco del encéfalo, el complejo trigeminal 
contiene una población de interneuronas que expresan GABA o glicina que ejercen 
efectos inhibitorios, principalmente a través de sinapsis axosomáticas y axoaxónicas (Irish 
et al., 1996; Bae et al., 2000; Bae et al., 2003). Aunque previamente a nuestro estudio de 
2005 (Avendaño et al., 2005) no existían datos disponibles sobre el número absoluto o 
relativo sobre la expresión de neuronas gabaérgicas o glicinérgicas en el complejo 
trigeminal, las descripciones cualitativas disponibles por lo general concuerdan con 




nuestros resultados. Las neuronas gabaérgicas por lo general son de pequeño tamaño y 
aparecen en todos los subnúcleos, aumentando su número desde el Vp hasta la región 
caudal del Vc, y predominando en las láminas superficiales en el Vip y el Vc (Ottersen y 
Storm-Mathisen, 1984; Haring et al., 1990; Ginestal y Matute, 1993; Polgár y Antal, 
1995). Por su parte, la expresión de glicina también se produce de forma abundante en 
todos los núcleos y las neuronas glicinérgicas pueden mostrar un amplio rango de 
tamaños y tienden a distribuirse de forma irregular a lo largo de cada núcleo, siendo 
especialmente numerosas en el Vip (Rampon et al., 1996).  
Se conoce que una fracción indeterminada de las interneuronas coexpresan GABA y 
glicina en el Vc (Dumba et al., 1998; Wang et al., 2000) y que incluso la liberación de 
ambos neurotransmisores se puede producir a partir de las mismas vesículas sinápticas 
(Burger et al., 1991; Chaudhry et al., 1998; Jonas et al., 1998; Chery y De Koninck, 1999; 
Dumoulin et al., 1999). Según los resultados de nuestro estudio, esa fracción representa 
hasta un 52% de todas las neuronas inmunorreactivas de ese núcleo. De hecho, la 
colocalización de ambos neurotransmisores no es exclusiva del Vc, sino que existe a lo 
largo de todo el complejo trigeminal. Está claramente demostrado que varios aminoácidos 
implicados en la neurotransmisión como el GABA, la glicina o el glutamato, pueden 
coexistir en la misma célula y pueden ser liberados conjuntamente de los mismos 
terminales (Somogyi, 2002). Este hecho complica considerablemente la interpretación del 
papel funcional de las neuronas sobre la única base de su inmunotinción por una u otra 
molécula. La coexistencia de GABA y glicina en los cuerpos neuronales y en los 
terminales axónicos se ha demostrado en otras estructuras espinales y troncoencefálicas, 
como las astas dorsal (Todd, 1996; Wang et al., 2000), y ventral de la médula (Shupliakov 
et al., 2003), los núcleos de los cordones posteriores (Popratiloff et al., 1996), los núcleos 
auditivos (Moore et al., 1996; Riquelme et al., 2001), el cerebelo (Ottersen et al., 1988) y 
los grupos celulares que rodean al núcleo motor del trigémino (Li et al., 2002). 
 
5.2.5 Relaciones estructurales y funcionales entre las neuronas de proyección, 
internucleares y neuronas intrínsecas 
La mayoría de las neuronas que componen el sistema trigeminal proyectan fuera del 
núcleo en el que reside el soma neuronal, con la excepción de las neuronas de la capa 
gelatinosa en el Vc. Aunque no se han encontrado aún datos cuantitativos similares para 
las astas dorsales de la médula espinal, sí se ha realizado en los núcleos de los cordones 
posteriores, donde la mayoría de las neuronas proyecta a estructuras distantes (Bermejo et 




al., 2003). Mientras que las neuronas de proyección dominan de forma clara sólo en el 
Vp, las neuronas internucleares están presentes en todos los núcleos, siendo 
particularmente abundantes en el Vc y el Vip. Sus axones se distribuyen en direcciones 
ascendentes y descendentes (Falls, 1984; Jacquin et al., 1989a; Voisin et al., 2002) dando 
lugar a proyecciones colaterales intratrigeminales que juegan un papel importante en la 
ampliación y en la modelación de los campos receptivos circundantes de las neuronas 
trigeminotalámicas (Hallas and Jacquin, 1990; Timofeeva et al., 2004) y en la 
sensibilización de las neuronas nociceptivas de los núcleos rostrales (Chiang et al., 2002). 
Los efectos fisiológicos directos de las proyecciones del Vc al Vo o al Vip son 
fundamentalmente excitatorios, aunque también podrían ser inhibitorios, probablemente a 
través de interneuronas inhibitorias locales (Hallas y Jacquin, 1990). El carácter 
predominantemente excitador de las interneuronas internucleares está apoyado por la 
imposibilidad de los estudios de doble marcado para identificar a estas interneuronas 
como gabaérgicas (Haring et al., 1990). 
Las interneuronas intrínsecas probablemente representen interneuronas de inhibición 
local, aunque no se puede excluir la posibilidad de que algunas de ellas puedan ser 
excitatorias. Ya que el GABA y la glicina son neurotransmisores fundamentalmente 
inhibitorios en la médula espinal y en el tronco del encéfalo, se puede sugerir que las 
neuronas gabaérgicas y/o glicinérgicas encontradas en este estudio corresponden 
precisamente a la población de neuronas inhibitorias intrínsecas. De ser así, representarían 
una fracción considerable del número total de neuronas del complejo trigeminal. Ya que 
ambos marcadores colocalizan en alrededor del 75% de las neuronas inmunorreactivas 
encontradas en el Vp, y en el 50% de las halladas en el Vc (ver Resultados), entonces 
alrededor de un 45% de todas las neuronas del Vp y un 33% de las neuronas del Vc 
expresarían GABA y/o glicina. Existen sin embargo, algunas razones para pensar que la 
proporción real de las interneuronas inhibitorias sea en realidad algo menor que en los 
datos presentados: 1) Si ha existido algún encogimiento del tejido adicional durante la 
fijación que no ha sido tenido en cuenta en la cuantificación (ver Material y Métodos). 
Esto podría ser responsable de una sobreestimación de la densidad y del número total de 
neuronas marcadas. 2) Es posible que las neuronas glicinérgicas levemente marcadas 
únicamente indiquen la existencia de glicina como metabolito no relacionado con la 
neurotransmisión (Ottersen et al., 1988). 3) Es posible que un número pequeño de 
neuronas de proyección expresen GABA o glicina. Sin embargo, los datos presentados en 
esta Tesis niegan la existencia de esta posibilidad o la reducen a un mínimo, ya que de 
estas neuronas de proyección talámica que expresasen GABA y/o glicina no se encontró 




ninguna en el muestreo realizado. La presencia de GABA en las neuronas de proyección 
talámica ya había sido negada con anterioridad en estudios de doble marcado (Haring et 
al., 1990; DiFiglia y Aronin, 1990), concordando estas publicaciones con los datos aquí 
presentados. Sin embargo, no está tan claro que neuronas de proyección a otras 
estructuras no puedan expresar a su vez GABA y/o glicina. De hecho, se han descrito 
algunas neuronas gabaérgicas y/o glicinérgicas en el Vp, el Vo y el Vip que a su vez 
proyectan a estructuras fuera del complejo sensitivo trigeminal, como los núcleos 
hipogloso, facial y motor del trigémino (Turman y Chandler, 1994; Li et al., 1996; Li et 
al., 1997). 4) Es posible que algunas de las neuronas gabaérgicas o glicinérgicas que se 
han cuantificado se traten en realidad de neuronas intersubnucleares, de las que se carece 
de datos cuantitativos. El mismo conflicto numérico se ha descrito en los núcleos de los 
cordones posteriores (Bermejo et al., 2003) y en estudios en gatos (Ellis y Rustioni, 1981; 
Rustioni et al., 1984; Heino y Westman, 1991). 
 
5.3 MODIFICACIONES EN LA INHIBICIÓN GABAÉRGICA Y GLICINÉRGICA 
EN UN MODELO DE DOLOR NEUROPÁTICO 
 
La reducción de la inhibición gabaérgica y glicinérgica podría dar lugar a un aumento de 
las respuestas sensitivas a las señales procedentes de la periferia y podría jugar un papel 
importante en la génesis de una hiperexcitabilidad patológica. Un ejemplo de esta 
hiperexcitabilidad en el sistema somatosensorial podría ser el dolor espontáneo y la 
alodinia táctil que sigue a la lesión de un nervio periférico. 
 
5.3.1 Neurotransmisores GABA y glicina en los modelos de dolor neuropático 
El complejo trigeminal sensitivo recibe tanto información táctil no algésica como 
nociceptiva a través de aferencias glutamatérgicas que se encarga de modular, lo que 
parece llevar a cabo mediante las interneuronas gabaérgicas y glicinérgicas (Zarbin et al., 
1981; Avendaño et al., 2005; Bae et al., 2005). Los estudios electrofisiológicos indican 
que los antagonistas frente al receptor GABAA aumentan el tamaño de los campos 
sensoriales periféricos de los núcleos del trigémino mientras que los agonistas los reducen 
(Takeda et al., 2000). Además, las interneuronas glicinérgicas han demostrado inhibir las 
respuestas somatosensoriales en el Vo (Ressot et al., 2001). Por ello, es razonable pensar 
que los mecanismos que contribuyen al desarrollo de dolor y alodinia tras la lesión 




nerviosa podrían provocar cambios en la actividad gabaérgica y glicinérgica en el 
complejo trigeminal. 
Aunque una gran proporción de las interneuronas del Vc son gabaérgicas o glicinérgicas 
que actúan inhibiendo la transmisión nociceptiva, persisten dudas sobre cómo estas 
neuronas se relacionan con la información aferente desde el nervio trigeminal y eferente 
hacia estructuras superiores. Aunque este procesamiento de la información nociceptiva en 
el Vc sigue siendo en su mayoría desconocido, en los últimos años se han desvelado parte 
de los mecanismos correspondientes al procesamiento de la información en el asta 
posterior de la médula, estructura equivalente al Vc. De hecho, en la sustancia gelatinosa 
del asta posterior de la médula se han descrito circuitos en los que se distinguen diversos 
tipos de interneuronas gabaérgicas inhibitorias que presentan diferentes conexiones con 
las neuronas aferentes y eferentes (Ribeiro da Silva y Cuello, 1995; Todd y Koerber, 
2006; Zheng et al., 2010). Entre las fibras aferentes a esta lámina se encontrarían fibras 
Aδ y varios tipos de fibras C, cada uno de los cuales tendría conexiones con unas u otras 
interneuronas, además de producirse interacciones dinámicas entre las diferentes regiones 
del circuito. Este circuito inhibitorio neuronal del asta posterior de la médula se representa 
en la figura 40 (Zheng et al., 2010) y existirían diferentes tipos de interneuronas 
inhibitorias. 





Figura 40. Modelo de terminaciones primarias selectivas en lámina 2 del asta 
posterior medular, y de un circuito neuronal en ésta. Modificado de Zheng et al 
(2010). Ver= neurona vertical; NTS= neurona de transmisión a niveles superiores; IG= 
interneurona gabaérgica. “Islet”= “células isleta”. 
 
Un grupo de estas neuronas, las células isleta o “islet cells” son interneuronas gabaérgicas 
que se definen morfológicamente por una orientación rostrocaudal de su árbol dendrítico 
(Todd y Spike, 1993) y que generalmente se caracterizan por seguir un patrón tónico de 
descargas. La inhibición de las conexiones inhibitorias (desinhibición) supondría un 
posible mecanismo del desarrollo del dolor neuropático tras la lesión de un nervio 
periférico. De hecho, se ha comprobado que la CCI es capaz de reducir las corrientes 
postsinápticas excitatorias espontáneas y en miniatura de estas neuronas, disminuyendo de 
esta forma, el tono gabaérgico en los estados de dolor neuropático (Laird y Bennett, 1992; 
Woolf y Mannion, 1999; Moore et al., 2002; Balasubramanyan et al., 2006) lo que podría 
contribuir a un aumento de la excitabilidad del complejo trigeminal o del asta posterior 
medular.  
 




5.3.2 Receptores GABA 
Uno de los mecanismos por los que teóricamente se podría perder la inhibición gabaérgica 
y contribuir a los comportamientos nociceptivos tras la lesión de los nervios periféricos es 
la pérdida de los receptores inhibitorios en las interneuronas del complejo trigeminal o en 
las sinapsis entre las neuronas aferentes primarias y las neuronas trigeminales. Se ha 
comprobado que la estimulación de estos receptores es capaz de disminuir la liberación de 
neurotransmisores desde las aferencias primarias (Kangrga et al., 1991; Ataka et al., 2000) 
y que hiperpolariza las neuronas del asta posterior de la médula disminuyendo la 
transmisión nociceptiva (Kangrga et al., 1991; Sokal y Chapman, 2003). Por lo tanto, 
sería posible que la pérdida o inactivación de estos receptores pudiese contribuir al 
desarrollo o mantenimiento de la alodinia, hiperalgesia o dolor espontáneo que se 
producen tras la lesión de un nervio periférico. También existe evidencia farmacológica 
que es consistente con que la pérdida de la inhibición gabaérgica contribuye al desarrollo 
de dolor neuropático, ya que los agonistas GABAA y GABAB son capaces de revertir la 
alodinia y la hiperalgesia en modelos de dolor neuropático (Hwang y Yaksh, 1997; Malan 
et al., 2002). 
Sin embargo, los estudios de Moore et al (2002) no mostraron ninguna diferencia en el 
marcaje en el lado ipsilateral y contralateral del asta dorsal de la médula con un 
anticuerpo monoclonal frente a la subunidad β2/3 del receptor GABAA, tras la lesión de 
un nervio periférico. Sin embargo, este anticuerpo marca tanto los receptores sinápticos 
como extrasinápticos en las membranas plasmáticas (Álvarez et al., 1996), por lo que es 
difícil saber si existe algún tipo de alteración de las sinapsis gabaérgicas. Sin embargo, el 
reciente estudio de Polgár y Tood (2008) apoyan esta teoría debido a que no se produce 
una diferencia en el marcado de la subunidad β3 del receptor GABAA. 
Tampoco se ha demostrado una variación entre los niveles de los receptores GABAB en el 
asta dorsal de la médula tras la realización de una ligadura en el nervio espinal, medidos 
mediante métodos inmunohistoquímicos y con Western blot (Engle et al., 2006). 
Por todo ello, parece que el descenso de los mecanismos inhibitorios no se explica por un 
descenso en la expresión de los receptores gabaérgicos. 
 
5.3.3 Reducción de la inmunorreactividad gabaérgica y glicinérgica 
Varios estudios han aportado evidencias a favor de que exista una pérdida de la inhibición 
gabaérgica en el asta posterior medular tras una lesión de los nervios periféricos. En este 
sentido, se ha comprobado que la CCI o la transección del nervio ciático reducen la 




despolarización de las fibras aferentes a la médula espinal (Laird y Bennett, 1992) o que 
la transección nerviosa es capaz de inhibir las respuestas de las neuronas del asta posterior 
a los estímulos de las fibras Aδ y C (Woolf y Wall, 1982). Moore et al (2002) observaron 
una reducción de la transmisión gabaérgica (pero no de la glicinérgica) de las corrientes 
postsinápticas inhibitorias aferentes en la lámina II del asta dorsal tras la realización de 
una CCI, aunque no después de una transección nerviosa completa. 
Este hecho concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio. Respecto a la 
inhibición gabaérgica, se observa una reducción muy significativa de las neuronas 
fuertemente inmunorreactivas para GABA en el Vc (-28,6%). Esta disminución de la 
inmunorreactividad gabaérgica tiene un gradiente rostrocaudal, de modo que la reducción 
en la región más caudal del núcleo es del 45,9% para las neuronas gabaérgicas 
fuertemente marcadas y de hasta un 30,4% del número de neuronas gabaérgicas totales. 
Este descenso únicamente se aprecia en el complejo trigeminal izquierdo (el 
correspondiente a la CCI-IoN), siendo la cuantificación normal en el lado “control” 
(derecho) con lo que parece claro que las diferencias entre los lados son debidas a la 
cirugía compresiva. Respecto a la inmunorreactividad para glicina, el descenso 
experimentado es menor pero también significativo para las neuronas fuertemente 
marcadas, evidenciándose una reducción del 28,6% respecto al grupo control. En este 
caso, sin embargo, la reducción es homogénea a lo largo de todo el Vc. 
Este descenso de inmunorreactividad para GABA y para glicina podría contribuir al 
aumento de excitabilidad de las neuronas del Vp que se sigue después de una CCI-IoN y 
que puede justificar la existencia de alodinia, un incremento de las respuestas táctiles, lo 
cual ya ha sido sugerido por otros autores. Martin et al. (2010) demostraron una 
disminución de la inmunorreactividad para GAD65 en las láminas I y II del Vp tras la 
realización de una CCI-IoN que acompaña a una desinhibición de sus neuronas del Vc, 
capaz de explicar los signos objetivados en la exploración. El GAD65 es una de las dos 
isoformas de GAB implicadas en la síntesis de GABA y se ha propuesto que puede jugar 
un importante papel en la transmisión gabaérgica en condiciones fisiológicas (Kaufman et 
al., 1991; Soghomonian y Martin, 1988; Wu et al., 2007), frente al GAD67 que podría 
estar activo únicamente en situaciones concretas como el estrés o tras la administración de 
fármacos (Chattopadhyaya et al., 2007; Carta et al., 2008). 
Al igual de lo que ocurre en la médula espinal (Todd y Koerber, 2006), las neuronas 
gabaérgicas del Vp establecen conexiones axodendríticas y axosomáticas con neuronas de 
las diferentes láminas, así como sinapsis axoaxónicas con las terminales aferentes 
primarias (DiFiglia y Aronin, 1990; Dumba et al., 1998; Bae et al., 2005). La abundancia 




de los botones gabaérgicos y GAD+ en las láminas III y IV (Avendaño et al., 2005; 
Martin et al., 2010) sugieren que todas las neuronas de estas capas son dianas 
postsinápticas potenciales para las terminales gabaérgicas. En la médula espinal, algunas 
de estas neuronas también extienden sus dendritas hacia las láminas más superficiales 
(Brown et al., 1995; Polgár et al., 2007). De este modo, la actividad de la mayoría de las 
neuronas de proyección hacia niveles superiores puede estar controlada por la actividad de 
las neuronas gabaérgicas locales situadas en las distintas láminas. 
Respecto a las interneuronas glicinérgicas, también se ha comprobado su papel en la 
nocicepción. La activación glicinérgica de la médula espinal parece ser un mecanismo 
fisiopatológico común en un gran número de síndromes dolorosos (Milligan y Watkins, 
2009). Con su activación, tanto los astrocitos como la microglía responden liberando un 
elevado número de señales moleculares, que tienen funciones protectoras y/o patológicas 
(Benarroch, 2010). Otras de las funciones de la glicina es la modulación de los canales 
glutamatérgicos NMDA, los cuales también se han involucrado en la transmisión de dolor 
hacia niveles superiores. Todos estos mecanismos juegan un importante papel en la 
generación y el mantenimiento del dolor crónico (Kalia et al.,  2008). 
La pérdida de la inhibición mediada por GABA de las neuronas de proyección podría 
provocar un incremento de excitabilidad anormal de estas neuronas y una mayor 
transmisión de estímulos algésicos hacia niveles superiores. El descenso de 
inmunorreactividad gabaérgica objetivada tras la realización de una CCI-IoN podría 
reflejar un descenso en la producción de GABA por inhibición de sus enzimas de síntesis 
GAD65/GAD67, una pérdida de las interneuronas gabaérgicas por muerte celular o un 
aumento en la liberación del GABA con la consiguiente deplección de este 
neurotransmisor en el interior de las neuronas. Otra de las posibles explicaciones de la 
reducción de la inhibición gabaérgica tras la lesión de los nervios periféricos es que sea 
debido al descenso de las aferencias primarias a las neuronas gabaérgicas del asta 
posterior (Kohno et al., 2003). 
Algunos modelos más agresivos de neuropatía periférica, como la lesión parcial del 
nervio ciático parecen inducir una pérdida específica de GAD65 en el asta posterior 
medular junto a una apoptosis neuronal (Moore et al., 2002). Sin embargo, no queda claro 
si la CCI del nervio ciático puede dar lugar a una pérdida de las neuronas del asta 
posterior medular (Woolf, 1997; Polgár et al., 2004), y en nuestro análisis del complejo 
trigeminal tras la CCI-IoN no pareció existir una clara pérdida de células. Estos datos 
concuerdas con los hallazgos descritos en el asta dorsal de la médula tras las lesiones de 
nervios periféricos. Se ha demostrado que en el lado intervenido no se produce una 




elevación de los marcadores de apoptosis, como los anticuerpos anticaspasa-3 (Moore et 
al., 2002; Polgár et al., 2005). Además, el transportador vesicular del GABA se expresa 
por igual en ambos lados tras la realización de una lesión en el nervio periférico, lo cual 
sugiere que no se produce una pérdida de las neuronas gabaérgicas o de su arborización 
axonal (Polgár y Todd, 2008). 
Como se indicó antes, Martín et al (2010) mostraron mediante estudios 
inmunohistoquímicos un descenso global en la inmunorreactividad para GAD65 en el Vp, 
sobre todo en las láminas I y II tras la realización de una CCI-IoN, sugiriendo la 
particicipación de una regulación a la baja del GAD en la inhibición de los circuitos 
inhibitorios en este modelo de dolor. Por otro lado, no existe ninguna evidencia para 
pensar que estos modelos de dolor podrían producir una mayor liberación de GABA de 
las interneuronas gabaérgicas. Por todo ello,  el descenso de inmunorreactividad para 
GABA y glicina tras la CCI-IoN obtenido en esta Tesis probablemente se deba a una 
inhibición en la síntesis de estos neurotransmisores. Estos resultados concordarían con 
otros modelos animales que demuestran una disminución de la expresión gabaérgica en el 
asta posterior de la médula (Castro-Lopes et al., 1995; Eaton et al., 1998). El estudio de 
Polgár y Todd (2008), sin embargo no encuentra una disminución en la densidad de la 
inmunorreactividad para GABA en estos animales, con lo que sugieren que la 
disminución de la inmunorreactividad para este neurotransmisor se produce 
fundamentalmente en los cuerpos neuronales, sin que se produzcan cambios en el 
neuropilo.  
Por todo ello hemos de concluir que, aun contando con datos muy sugerentes, no se puede 
determinar todavía con absoluta certeza el origen y los mecanismos de la reducción de la  
inhibición de las neuronas del Vp. 
 
5.3.4  Modificaciones corticales en el modelo de CCI-IoN 
En el análisis cortical de las neuronas gabaérgicas, se obtiene una ligera aunque 
significativa reducción de la inmunorreactividad para GABA en la corteza cerebral 
contralateral al lado intervenido, que se hace evidente en las neuronas fuertemente 
marcadas (-18,2%). Existen varias explicaciones por las que se podría producir esta 
modificación de actividad gabaérgica. Por un lado, es conocido que tras la privación 
sensorial, producida por la realización de una denervación permanente y de la destrucción 
del folículo (Welker et al., 1989a; Welker et al., 1989b) se produce una regulación a la 
baja de varias medidas de los sistemas corticales gabaérgicos. Además la vibrisectomía 




parcial en los roedores adultos provoca una notable expansión de la representación 
cortical de las vibrisas adyacentes, tal y como se observa en los experimentos realizados 
con 2-deoxiglucosa (Kossut, 1998; Maier et al., 2003). El marcaje con 2-deoxiglucosa, 
nos muestra que se produce un aumento de la tasa metabólica, y este efecto además, se 
acompaña de un aumento importante de la extensión horizontal y de la densidad de los 
axones que proceden de los barriles intactos y en el número de neuronas corticales que 
proyectan a ellos (Kossut y Juliano, 1999). 
Otra de las posibles explicaciones es que la corteza cerebral esté implicada en el 
procesamiento del dolor. De acuerdo con esta idea, Mao et al. (1993) determinaron, 
midiendo el consumo de glucosa, las regiones cerebrales que se encontraban 
anormalmente más activas tras la realización de una CCI. Describieron una gran cantidad 
de áreas cerebrales implicadas en el procesamiento nociceptivo supraespinal. Estas 
regiones incluyeron las áreas somatosensoriales corticales, la corteza cingulada, la 
amígdala, el núcleo ventral posterolateral del tálamo, el núcleo posterior del tálamo, el 
núcleo hipotalámico arcuato, las capas profundas del colículo superior, los núcleos 
reticulares del puente, el locus ceruleus, los núcleos parabraquiales, el núcleo reticular 
gigantocelular y el núcleo reticular paragigantocelular. A pesar de que la CCI se había 
realizado en un lado del animal, el incremento en el consumo de glucosa fue bilateral en 
la mayoría de las regiones estudiadas, aunque con un claro predominio por las zonas 
corticales contralaterales. Este aumento de actividad de la región somatosensorial 
contralateral concuerda con los resultados de nuestro estudio en el que la disminución de 
las neuronas gabaérgicas de esta localización podría estar detrás de ese aumento de 
actividad. 
El exceso de respuesta de las neuronas de la CxSS a los estímulos nociceptivos ya ha sido 
descrito con anterioridad en estudios en humanos y en modelos animales (Lamour et al., 
1983a; Willis, 1985). Estos estudios han sugerido que el aumento de actividad neuronal 
ocurre principalmente en las capas medias y profundas de la corteza, un hecho consistente 
con la gran concentración de neuronas nociceptivas que se han localizado en estas capas 
corticales en los estudios electrofisiológicos (Lamour et al., 1983a,b). Algunos estudios 
recientes han demostrado la liberación de GABA en condiciones de dolor en humanos 
(Kupers et al., 2009), lo que apoya la idea de que el GABA juega un papel importante en 
el procesamiento del dolor en humanos y está en consonancia con el papel analgésico de 
algunos fármacos gabaérgicos. Esta reorganización de la CxSS se ha comprobado en otros 
síndromes dolorosos secundarios a otras lesiones como el daño medular (Wrigley et al., 




2009), diversos síndromes de dolor central (Quiton et al., 2010), periférico (Guilbaud et 
al., 1992) y visceral (Lu et al., 2005). 
Existen diversos estudios que apoyan un papel de las interneuronas gabaérgicas de la 
corteza cerebral en el control del dolor.  Uno de los ejemplos más claros son las neuronas 
gabaérgicas situadas en la corteza orbitaria ventrolateral participan que, a través de 
conexiones descendientes con la sustancia gris periacueductal, participan en la 
modulación de la información nociceptiva ascendente (Huo et al., 2008; Qu et al., 2006). 
La implicación de estas estructuras estaría en consonancia con los recientes estudios 
publicados que indican que la hiperalgesia y la alodinia en modelos animales de dolor 
persistente está estrechamente relacionada con la activación a largo plazo de circuidos 
descendentes moduladores. Entre ellas destacan las situadas en el tronco del encéfalo 
como la región rostroventral del bulbo, la sustancia gris periacueductal, el locus ceruleus 
y los núcleos del rafe (Takasu et al., 2008). Sin embargo, en los últimos años se han 
descubierto diversas estructuras corticales que se modifican tras la realización de una 
lesión en nervios periféricos (Hoot et al., 2010). 
 
5.4 MODIFICACIONES EN LA RESPUESTA DE LAS NEURONAS 
GABAÉRGICAS Y GLICINÉRGICAS A LA ADMINISTRACIÓN DE GBP 
Aunque la GBP es un fármaco clásico con gran experiencia de uso tanto en humanos 
como en modelos animales, su mecanismo de acción aún no es del todo conocido. 
Clásicamente se conoce que la GBP se une a la subunidad α2δ-1 de los canales de calcio 
dependientes de voltaje (Gee et al., 1996), lo que da lugar a una hipoexcitabilidad de la 
neurona presináptica y de esta forma puede modular la transmisión sináptica (Patel et al., 
2000; Shimoyama et al., 2000; Bayer et al., 2004) y justificar los efectos antialodínicos 
(Luo et al., 2001; 2002) observados con el fármaco. Sin embargo, existe una evidencia 
creciente de la existencia de mecanismos adicionales que parecen contribuir a los efectos 
de la GBP (Urban et al., 2005; Lynch et al., 2006). Estos mecanismos de acción 
potenciales incluyen tanto el sistema glutamatérgico, el gabaérgico, diversos canales 
iónicos y el sistema transportador de aminoácidos (Cheng y Chiou, 2006). 
 
5.4.1 Mecanismos de acción antinociceptivos de la GBP además del sistema 
gabaérgico 
Como se indicó más arriba, el principal mecanismo de acción de la GBP parece ser su 
unión a la subunidad α2δ de los canales de calcio, con lo que podría afectar a las 




corrientes de calcio y modular la liberación de neurotransmisores y la hiperexcitabilidad 
neuronal (Stefani et al., 1998; Fink et al., 2002; Maneuf et al., 2003). Concretamente, la 
subunidad α2δ-1 de los canales de calcio parece estar aumentada en los modelos animales 
de dolor que son sensibles a la acción de la GBP (Luo et al., 2001; Luo et al., 2002; Li et 
al., 2004) mientras que no lo está en aquellos modelos que son insensibles a la acción de 
este fármaco, por lo que se ha sugerido que esta subunidad puede ser la diana terapéutica 
a través de la cual la GBP ejerza su efecto antinociceptivo. La consecuencia de la 
inhibición de los canales de calcio por GBP, daría lugar a una disminución de la 
excitabilidad neuronal y de la transmisión sináptica. De hecho, se ha comprobado que este 
fármaco es capaz de reducir la liberación de aminoácidos excitatorios en la médula 
espinal en varios modelos animales de dolor neuropático (Feng et al., 2003; Coderre et al., 
2005; Lin et al., 2005).  
Respecto al sistema glutamatérgico, se ha descrito que la GBP es capaz de inhibir tanto la 
transmisión sináptica excitadora in vitro (Shimoyama et al., 2000) como la respuesta 
neuronal a estímulos eléctricos y mecánicos in vivo mediados por AMPA (Chizh et al., 
2000), pero no por NMDA, con lo que se ha sugerido que la GBP pudiese actuar como un 
antagonista del receptor AMPA. También se ha encontrado que la D-serina, un agonista 
en el punto de unión de la glicina del receptor NMDA, es capaz de inhibir el efecto 
antinociceptivo de la GBP, lo que se ha sugerido a través de una potencial unión a este 
receptor (Carlton y Zhou, 1998; Jun y Yaksh, 1998). Por otro lado, se ha sugerido que la 
GBP potencia las corrientes glutamatérgicas a través de los receptores NMDA de forma 
selectiva en las neuronas gabaérgicas del asta posterior medular y del Vc en los modelos 
animales de dolor (Gu y Huang, 1998). Esta teoría apuntaría a la posibilidad de que la 
GBP podría cumplir su efecto antinociceptivo a través de un aumento de liberación del 
GABA. Sin embargo, este efecto no ha sido confirmado y existen datos en contra, como el 
hecho de que los agonistas de los receptores NMDA no revierten el efecto antinociceptivo 
de la GBP en los modelos animales (Hwang y Yaksh, 1997; Yoon et al., 2003; Cheng et 
al., 2004 Cheng et al., 2006). Además existen estudios que sugieren que la GBP 
disminuye la concentración de glutamato en el cerebro aunque estos resultados no han 
sido confirmados (Errante y Petroff, 2003; Xu et al., 2004). 
Por último, la GBP puede ser reconocida por el sistema transportador de aminoácidos que 
es responsable de la entrada de los aminoácidos en las células y de su absorción intestinal 
(Su et al., 1995; Gidal et al., 2000) debido a que en su estructura posee un terminal amina 
y un terminal ácido simulando la estructura de un aminoácido α. El hecho de que el 
bloqueo de este transporte no inhiba las acciones analgésicas de la GBP sugiere que no es 




necesario que este fármaco sea transportado al interior celular para que lleve a cabo su 
papel frente al dolor neuropático (Cheng et al., 2000; Yoon et al., 2003). 
 
5.4.2. Papel de la GBP en los sistemas gabaérgico y glicinérgico 
A pesar de que la GBP fue diseñada como un análogo del GABA, muestra poca afinidad 
por los receptores GABAA o GABAB y no parece que estos dos receptores participen en 
los efectos antinociceptivos de la GBP. 
Otro de los mecanismos de acción potenciales de la GBP es que aumente la liberación del 
GABA, lo cual ha sido descrito en diversos estudios (Kocsis et al., 1994; Honmou et al., 
1995) aunque también existen autores que niegan esta posibilidad (Brawek et al., 2009). 
El hecho de que la GBP aumente la liberación de GABA disminuiría la 
inmunorreactividad de este neurotransmisor en las interneuronas, lo cual concordaría con 
los resultados obtenidos en nuestro estudio. Según nuestros datos, se observaría una 
reducción muy significativa de las interneuronas fuertemente reactivas para GABA en los 
distintos subnúcleos del complejo trigeminal, así como en la corteza cerebral. Este 
descenso de inmunorreactividad para neuronas fuertemente marcadas es significativo para 
todas las regiones estudiadas y sería más marcado en el Vp donde el descenso sería del 
69,9%. Respecto a las distintas áreas del Vc, también se produciría una disminución en 
todas las estudiadas de forma significativa, siendo el descenso mayor en la región caudal, 
seguido de la intermedia y la rostral, indicando que la disminución de inmunorreactividad 
para GABA es global tras la administración de GBP, a diferencia de lo que ocurría al 
realizar una CCI-IoN, donde el descenso de inmunorreactividad gabaérgica se producía 
preferentemente en la región caudal del Vc. El hecho de que en los animales tratados con 
GBP, el descenso afecte sobre todo a las neuronas gabaérgicas fuertemente marcadas 
lleva a pensar que muchas de ellas pasarían a aparecer como débilmente marcadas, y 
algunas de éstas perderían la inmunorreactividad, lo que sería compatible con que el 
tratamiento afectaría al total de las neuronas gabaérgicas. 
La disminución de la expresión de GABA se podría explicar porque la GBP produjese una 
pérdida de neuronas gabaérgicas, una disminución de su síntesis o un aumento de la 
exocitosis de este neurotransmisor. Errante y Petroff (2003) determinaron mediante 
espectrometría que la GBP no modifica la concentración de GABA en el neocórtex 
humano, lo cual estaría en contra de las dos primeras opciones y a favor de que este 
fármaco es capaz de aumentar la liberación de GABA. Además, el estudio del tejido no 
aporta datos a favor de una pérdida de neuronas gabaérgicas y sí a favor de que exista una 




alta inmunorreactividad para GABA en el neuropilo en aquellos animales tratados con 
GBP (figura 37). Kuzniekcy et al (2002) realizaron un estudio en voluntarios humanos 
con altas dosis de GBP y midieron la concentración de GABA en la corteza occipital 
mediante resonancia magnética. Estos autores demostraron un ligero aumento de GABA 
tras la administración del fármaco, lo cual nuevamente está en desacuerdo con que la GBP 
produzca una reducción de la síntesis de GABA. Esta elevación tras dosis altas de GBP 
mediante resonancia magnética también ha sido corroborada por otros autores (Petroff et 
al., 2000) y podría ser debido a la capacidad de la GBP para incrementar la actividad de la 
decarboxilasa del ácido glutámico (Taylor et al., 1992) o promover una liberación no 
vesicular del GABA (Honmou et al., 1995). 
Por todo ello, sugerimos como primera posibilidad que la administración de GBP, además 
de otros mecanismos de acción, aumenta la exocitosis de GABA con lo que es capaz de 
inhibir la neurona postsináptica y, de esta forma, ejercer su papel como tratamiento en 
patologías que llevan asociado un componente de hiperexcitabilidad neuronal, como el 
dolor neuropático o la epilepsia, primera indicación para la que fue diseñada. 
Este descenso de inmunorreactividad para el GABA se produce tanto en los animales 
controles como en aquellos que han sido sometidos a una CCI-IoN. En estos últimos se 
suman los efectos de la cirugía y de la administración de la GBP, con lo que la 
modificación que producen los primeros, no se puede detectar ya que la posterior 
administración de GBP da lugar a una disminución generalizada de la inmunorreactividad 
para GABA. 
Un hecho similar ocurriría con la glicina, neurotransmisor para el cual también se advierte 
un claro descenso de su inmunorreactividad tras la administración de GBP en las 
interneuronas de los núcleos trigeminales estudiados. La experiencia que se posee sobre la 
modificación de la transmisión glicinérgica con GBP es muy escasa y únicamente el 
estudio de Karkar et al (2004) hace referencia a ello. Según sus resultados, la GBP a dosis 
supraterapéuticas era capaz de producir una ligera inhibición de la transmisión 
glicinérgica, lo cual concordaría con los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral. 
 
























































1- Esta Tesis Doctoral proporciona la primera descripción cuantitativa del número 
total de neuronas, neuronas de proyección y neuronas gabaérgicas y glicinérgicas 
del complejo trigeminal sensitivo de la rata. Los números obtenidos exponen, en 
términos cuantitativos, preguntas complejas sobre las proporciones relativas entre 
las interneuronas inhibitorias y otras subpoblaciones neuronales. Las diferencias 
existentes entre los resultados expuestos en esta Tesis Doctoral y los anteriormente 
publicados, suponen un fuerte llamamiento a la necesidad de utilizar métodos 
cuantitativos controlados y no sesgados como la estereología en la medición de 
estructuras cerebrales y en la cuantificación de los diferentes tipos de neuronas. 
2- Existe una proporción constante de neuronas de proyección en el complejo 
trigeminal que envían sus proyecciones al tálamo o al cerebelo. Existen claras 
diferencias entre los diferentes subnúcleos trigeminales en cuanto a su proyección, 
siendo mayor para el Vp y menor para el Vc. Los porcentajes de proyección al 
tálamo son 1,6% para el Vc, 16,7% para el Vip, 9,5% para el Vo y 52,6% para el 
Vp. Respecto a las proyecciones trigeminocerebelosas, los porcentajes son 0,5% 
para el Vc, 6,4% para el Vip, 4,3% para el Vo y 6,3% para el Vp. Este número de 
proyecciones es significativamente mayor que los publicados en estudios 
anteriores, lo que vuelve a recalcar la importancia del empleo de estudios 
cuantitativos controlados y no sesgados. 
3- Las interneuronas gabaérgicas y glicinérgicas representan una proporción 
importante del total de neuronas del complejo trigeminal, existiendo entre ellas 
una alta colocalización de los aminoácidos GABA y glicina, especialmente 
evidente en la región rostral del Vc. Además, estos neurotransmisores no se han 
demostrado en las neuronas de proyección, lo que sugeriría que ejercen papeles 
inhibitorios de ámbito local.  
4- Existe una amplia evidencia a favor del desarrollo de mecanismos de 
desinhibición central tras la realización de una CCI-IoN que explicarían el 
desarrollo de la hiperalgesia y la alodinia que experimentan estos animales tras la 
cirugía. Los neurotransmisores GABA y glicina juegan un papel importante en los 
mecanismos de desinhibición central. 
5- Nuestros datos muestran que estos mecanismos de desinhibición central tras la 
realización de una CCI-IoN implicarían una disminución de la inmunorreactividad 
para GABA y para glicina en las interneuronas del complejo trigeminal ipsilateral 




a la cirugía, con preferencia de la región caudal para el GABA y de una forma más 
homogénea para la glicina en el Vc. Además, se produciría un descenso de 
inmunorreactividad para GABA en las interneuronas gabaérgicas de la CxSS 
contralateral a la CCI-IoN, claramente evidente para las neuronas fuertemente 
marcadas. Aunque esto podría apoyar la participación de neuronas gabaérgicas de 
niveles superiores en el procesamiento del dolor neuropático no podemos descartar 
con nuestros datos que esta disminución sea debida a una deprivación sensorial 
parcial. 
6- La GBP produce por sí misma en animales controles, una disminución de la 
inmunorreactividad gabaérgica y glicinérgica de las interneuronas en el complejo 
trigeminal, pero no en la CxSS. Nuestros resultados, y sin descartar otros efectos 
neuroquímicos, apoyan que la GBP es capaz de aumentar la liberación de GABA 
de las interneuronas. Por otro lado, el descenso de inmunorreactividad gabaérgica 
en estas interneuronas tras la administración de GBP se produce tanto en los 
animales controles como en aquellos que han sido sometidos a una CCI-IoN  por 
lo que, al sumarse los efectos de la cirugía y de la administración de la GBP, 
resulta difícil extraer conclusiones sobre los mecanismos de acción en el modelo 
de dolor neuropático que se ha presentado. 
7- El estudio cuantitativo mediante métodos no sesgados de las interneuronas 
inhitorias gabaérgicas y glicinérgicas, además del estudio morfológico minucioso 
del complejo sensitivo trigeminal, nos han permitido profundizar en la valoración 
de los mecanismos inhibitorios implicados en un modelo de dolor neuropático, así 
como su modificación tras la administración de gabapentina, uno de los fármacos 
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